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Résumé
L’identification de la notion de driver oncogene et le développement de molécules capables de ci-
bler leur activité a entrainé d’importants changements dans le traitement des cancers CBNPC.
L’EGFR est un récepteur transmembranaire à activité TK (Tyrosine Kinase) permettant la
transmission de signaux extracellulaires jusqu’au sein de la cellule grâce à l’activation de voies
de signalisations. Parmis ces voies de signalisation on retrouve les voies de prolifération et de
survie cellulaire. Des mutations activatrices dans le domaine TK confèrent à ce dernier un
rôle de driver oncogene. Dans ce domaine l’EGFR a joué un rôle avant gardiste. Ainsi de
nombreuses molécules ciblant l’activité de l’EGFR muté (EGFR-TKI, gefitinib) ont été déve-
loppées. L’utilisation de ces molécules en clinique a représenté une vraie révolution dans la prise
en charge des patients. Cependant ces derniers développent inéluctablement des mécanismes de
résistance. L’analyse transcriptomique de modèles ayant acquis une résistance aux EGFR-TKI
a mis en évidence une dérégulation de l’expression des transcrits. Par ailleurs des résultats de
l’équipe ont montré que l’expression des protéines SR (facteurs d’épissage impliqués dans la
régulation de nombreux transcrits) était dérégulée dans les CBNPC. Sur la base de ces résultats
nous avons émis l’hypothèse que l’épissage alternatif des transcrits médié par les protéines SR
pourrait jouer un rôle dans la résistance acquise par les tumeurs pulmonaires en réponse aux
EGFR-TKI.
Au sein du laboratoire des clones résistants ont été générés après exposition chronique
au gefitinib de modèles cellulaires d’adénocarcinomes pulmonaires exprimant une mutation
activatrice de l’EGFR.
Nous avons tout d’abord mis en évidence une accumulation de l’expression de SRSF2 dans
les clones résistants comparativement à la lignée sensible. Dans deux clones résistants au
gefitinib, issus de la lignée d’adénocarcinome pulmonaire sensible PC9 exprimant un EGFR
mutant Del19, nous montrons que la neutralisation de la protéine SRSF2 sensibilise les clones
à l’apoptose induite par le gefitinib. Une analyse RNA-seq nous a permis d’identifier Atg16L1
comme un acteur potentiel de la resensibilisation à l’apoptose médiée par SRSF2. La neutra-
lisation de SRSF2 entraine une modulation de l’épissage de l’exon8 de la protéine Atg16L1 en
réponse à un traitement au gefitinib. Et la neutralisation de l’expression des transcrits ARN
d’ATG16L1 comportant l’exon8 sensibilise les clones résistant à l’apoptose induite par le gefi-
tinib. Ce switch d’épissage entraine une modulation de l’activité autophagique des cellules en
réponse au gefitinib. Nous montrons qu’une expression majoritaire des transcrits comportant
l’exon 8 favorise une inhibition de l’autophagie en réponse au gefitinib. De plus les modèles
résistants pour lesquels on observait une resensibilisation à l’apoptose suite à une neutralisa-
tion des transcrits contenant l’exon 8, conservent leur phénotype de résistance lorsque dans ces
mêmes conditions l’activité autophagique est inhibée. L’ensemble de ces travaux met en avant
l’existence d’un switch d’épissage de la protéine Atg16L1 au niveau de son exon 8 contribuant
à une inactivation de l’autophagie corrélée avec un phénotype de résistance à l’apoptose en
réponse à un traitement par EGFR-TKI. Enfin SRSF2 participerait à la modulation de cet
épissage en réponse à un traitement au gefitinib.
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Abstract
Identifying what is a driver oncogene and developping small molecules that are able to target
its activity led to drastic changes in NSCLC treatments. EGFR is a transmembrane receptor
with Tyrosine Kinase (TK) activity allowing signal transmission from the environment towards
the inner of the cell by signaling pathways activation. Among those signaling pathways are
found survival and proliferation pathways. Activating mutations make EGFR a driver onco-
gene, which was the first protein to be identified as such. Hence numerous chemical compound
targeting mutated EGFR (EGFR-TKI, gefitinib) have been developped. Their use in clinics
represent a huge improvement for patients care. However resistance mechanisms ultimately
occur. Transcriptomic analyses of acquired resistant models to EGFR-TKI have shown that
their RNA transcripts expression is abnormal. Moreover results from the team have demons-
trated that SR proteins (splicing factor) expression is deregulated in NSCLC. Based on those
results we hypothesized that SRSF2 mediated alternative splicing of mRNA could be involved
in resistance mechanims acquired by lung carcinoma in response to EGFR-TKI
The lab developped resistant clones by chronic exposure to gefitinib of EGFR mutated lung
adenocarcinoma cellular models.
We first observed the accumulation of the expression of SRSF2 protein in resistant clones
compared to the sensitive cell line. Secondly, sensitivity to gefitinib induced apoptosis of two
clones was restored when neutralising SRSF2. A RNA-seq analysis led us to identify Atg16L1 as
potentially being involved in the SRSF2-mediated sensitization to gefitinib-induced apoptosis.
SRSF2 neutralisation modulates Atg16L1 splicing in response to gefitinib. Neutralisation of
Exon 8 containing transcripts of Atg16L1 sensitizes resistant clones to gefitinib induced apop-
tosis. This alternative splicing switch modulates autophagic activity of the cells in reponse
to gefitinib. We have shown that exon8 containing transcripts favor autophagy inhibition in
reponse to gefitinib. This work emphasize the role of Atg16L1 alternative splicing switch of
exon8 in autophagy inhibition and its correlation with a resistant phenotype in response to
EGFR-TKI. SRSF2 may participate in the modulation of this alternative splicing switch in
reponse to gefitinib.
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Chapitre 1
Cancer du poumon et driver oncogene
1.1 Epidémiologie
1.1.1 Données Internationales
Incidence Mortalité
Figure 1.1: Incidence et mortalité tous types de cancers
et cancer du poumon en 2012 dans le monde
Le nombre de nouveaux cas de can-
cers (tous types confondus) dans le
monde en 2012, est estimé à 14,1
millions, dont 1,8 millions de cas de
cancer du poumon, soit 13 % des
cancers incidents. Ce chiffre fait du
cancer du poumon le cancer le plus
fréquent et ce depuis des décennies.
Le nombre de décès par cancer dans
le monde est lui estimé à 8,2 mil-
lions, dont 1,6 millions attribués au
cancer du poumon soit 19,4 % des
décès par cancer. Le cancer du pou-
mon est la cause principale de décès par cancer dans le monde figure1.1.
1.1.2 Données en France
En France, le nombre de nouveaux cas de cancer du poumon en 2015 est estimé à 45 222.
Le taux d’incidence et de mortalité du cancer du poumon est plus élevé chez l’homme que
chez la femme figure1.2a. Il est cependant intéressant de noter que sur la période 2005-2012 le
taux d’incidence du cancer du poumon chez l’homme est stable et que la mortalité a diminué,
alors que chez la femme ces deux indices sont en augmentation sur cette même période, ce qui
est en lien avec l’augmentation de la consommation de tabac par les femmes (figure1.2b).
D’après les estimations de l’année 2015 en France métropolitaine, le cancer du poumon est
la troisième cause de cancer chez la femme après le cancer du sein et du côlon-rectum, et la
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(a) Projection de l’incidence et de la mortalité en 2015
en France métropolitaine
(b) Evolution incidence et mortalité
Figure 1.2: Incidence et mortalité du cancer du poumon en France
deuxième cause de cancer chez l’homme après le cancer de la prostate. Le cancer du poumon
est la première cause de décès par cancer chez l’homme, et la deuxième chez la femme après le
cancer du sein (figure1.3).
(a) Incidence. (b) mortalité
Figure 1.3: Estimation incidence (a) et mortalité (b) des tumeurs solides en 2015 en France
métropolitaine chez l’homme et la femme
(Côlon: côlon-rectum, Utérus: Corps de l’utérus, Lèvre: lèvre, cavié orale, pharynx,
Mélanome: mélanome de la peau, SNC: Système Nerveux central)
La survie nette à 5 ans du cancer du poumon, a connu une légère augmentation passant
de 13 % sur la période 1989-1993 à 17 % sur la période 2005-2010. Cependant le cancer du
poumon reste un cancer dont le pronostic est mauvais avec une survie à 5 ans qui reste très
faible comparativement aux autres tumeurs solides (figure1.4).
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Figure 1.4: Tendance survie nette standardisée sur l’âge, à 5 ans, par type de tumeur solide :
comparaison des périodes de diagnostic 1989-1993 et 2005-2010 en France métropolitaine. Sur-
vie nette : survie qui serait observée si la seule cause de décès possible était le cancer étudié
Les cancers en France, édition 2016, collection Les Données, Institut national du cancer, avril
2017
1.2 Cancer du poumon et facteurs de risque
La cellule cancéreuse est caractérisée par une accumulation importante de mutations génétiques,
certaines de ces mutations ayant été identifiées comme initiatrices du processus de carcinogé-
nèse. La part d’hérédité impliquée dans le développement de cancer est aujourd’hui estimée
à 5% des cancers diagnostiqués. Un peu plus de 80 gènes ont été clairement identifiés comme
augmentant les risques d’apparition de cancer, parmis lesquels on retrouve des gènes tels que
BRCA1 et BRCA2 impliqués dans la prédisposition à l’apparition de cancer du sein. Un dépis-
tage peut être mis en place selon les antécédents médicaux/familiaux de la personne. En France
ce dépistage est mis en place dans le cadre du dispositif national d’oncogénétique (rapport on-
cogénétique INCa). L’environnement semble jouer une part importante dans l’apparition des
cancers. Il est estimé que 40 % d’entre eux pourraient être évités par changement de mode de
vie. L’identification des facteurs de risque apparaît donc comme un moyen efficace de diminuer
l’incidence de certains cancers. En ce qui concerne le cancer du poumon, certains facteurs en-
vironnementaux ont été clairement identifiés comme facteurs de risque favorisant l’apparition
de cancer du poumon. On retrouve entre autres le tabac, la fumée de cigarette, le radon et
la pollution de l’air. S’il est admis que l’environnement joue un rôle majeur dans l’apparition
des cancers du poumon, il existerait tout de même une prédisposition génétique, mais à l’heure
actuelle la prévalence des cancers dus à cette dernière est difficilement estimée.
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1.2.1 Le tabac
Le tabac est le principal facteur de risque entrainant le développement de cancer du poumon.
Des études épidémiologiques montrent que 80% des hommes et 50% des femmes atteints de
cancer du poumon sont ou ont été fumeurs [Gridelli et al., 2015]. Le risque cumulé de mourir
à cause d’un cancer du poumon avant l’âge de 75 ans chez les hommes fumeurs est de 15,9%.
Ce risque diminue à 9,9%, 6%, 3% et 1,7% pour les personnes arrêtant de fumer à 60, 50, 40
et 30 ans respectivement. La consommation de tabac a été associée avec un important taux de
transversion de cytosine en adenine [Network, 2014]. Plusieurs études ont montré un lien entre
la consommation de tabac et la présence de certaines mutations caractéristiques des cancers
du poumon. Il a notamment été montré qu’il existe un lien entre la quantité de cigarettes
fumées et la fréquence d’apparition de la mutation TP53 chez les patients atteints de cancer
du poumon [Kondo et al., 1996], et que la mutation KRAS est associée à un profil de patients
ayant un passé de fumeur [Musolf et al., 2017]. La prévention sur le tabagisme semble donc
être un axe essentiel pour diminuer l’incidence du cancer du poumon [Gridelli et al., 2015]
1.2.2 Les autres facteurs de risque
• L’inhalation de fumée de cigarette de manière passive est aussi associée à une augmen-
tation du risque de développer un cancer du poumon. Ceci est reconnu comme un agent
carcinogène par l’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer.
• Une forte corrélation a été observée entre le développement de cancer du poumon et
la pollution de l’air. Notamment la présence de particules fines d’un diamètre infé-
rieur à 10µm est fortement corrélée avec le développement d’adénocarcinome pulmonaire
[Raaschou-Nielsen et al., 2013].
• Le radon, composé issu de la décomposition radioactive de l’uranium est présent natu-
rellement dans les sols. En France le lien entre exposition au radon et développement de
cancer du poumon a tout d’abord été montré chez des mineurs dans les mines d’uranium.
Une étude a montré que les mineurs sont plus susceptibles de mourir par cancer du pou-
mon et qu’une exposition prolongée est associée à un risque plus élevé de développer un
cancer du poumon [Rage et al., 2015]. Si la concentration de radon dans l’air extérieur
est faible, elle peut être plus importante dans les endroits confinés et notamment dans les
habitations. C’est pour cette raison que le radon fait aujourd’hui l’objet d’étude d’impact
sur la santé. Une étude menée en Europe estime que l’exposition au radon est responsable
d’environ 9% des morts par cancer du poumon, et d’environ 2% des morts, tous cancers
confondus [Darby et al., 2005].
• La prédisposition génétique peut jouer un rôle dans l’apparition du cancer du poumon chez
les non-fumeurs, notamment lorsque la maladie se développe avant 50 ans. En effet les per-
sonnes non-fumeuses, dont l’historique familial comporte plus de 5 proches atteints de can-
cer, ont un risque plus élevé de développer un cancer du poumon [C Brownson et al., 1997,
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Musolf et al., 2017]. Le sous-type des adénocarcinomes semble le plus sensible à une pré-
disposition génétique. A l’heure actuelle un gène a été identifié comme gène de suscep-
tibilité au développement de cancer du poumon: le gène RGS17 sur le locus 6q23-25
[Musolf et al., 2017]. Plus récemment une étude [Wang et al., 2017] a réalisé une méta-
analyse des études menées jusque Novembre 2015. Elle identifie une vingtaine de gènes
potentiellement impliqués dans la susceptibilié au développement de cancer du poumon.
Cependant les risques génétiques responsables de l’apparition plus élevée de cancer du
poumon dans certaines familles restent encore inconnus.
1.3 Evolution de la classification des cancers du poumon
La classification des cancers a largement évolué depuis les premières classifications. Ces mo-
difications se sont faites suite à l’avancée des connaissances en cancérologie et accompagnent
l’évolution du traitement des patients. Au départ le diagnostic reposait sur l’analyse histo-
logique, c’est à dire par identification des tissus infectés. Le caractère évolutif du cancer, et
notamment la découverte des métastases a ensuite amené à classer le cancer selon l’étendue des
organes touchés. Enfin avec l’arrivée des technologies dites « omics » et l’apparition de la notion
de « driver oncogene », la classification du cancer du poumon repose de plus en plus sur des
notions à l’échelle moléculaire, notamment pour les cancers de stade avancé. La prise en charge
des patients repose aujourd’hui sur ces trois approches, histologiques, anatomo-pathologique et
moléculaire.
1.3.1 La classification histologique
Les cancers du poumon sont majoritairement des carcinomes. Ils se développent à partir des
cellules épithéliales des bronches. Une filiation peut être établie entre le type de cancer et
l’origine cellulaire broncho-pulmonaire dont il provient comme cela est illustré dans la figure
1.5.
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Figure 1.5: Filiation entre origine cellulaire et type de cancer du poumon
Adapté de Cancer et environnement Ipubli Inserm 2008 chapitre 3: Classification histologique
et pathologie moléculaire
La classification histologique du cancer du poumon comporte deux grandes catégories: Les
Cancers Bronchiques Non à Petites Cellules, CBNPC (Non-Small-Cell Lung Carcinoma, NS-
CLC), et les Cancers Bronchiques à Petites cellules, CBPC (Small Cell Lung Carcinoma,
SCLC), qui représentent respectivement 85% et 15% des cancers du poumon figure 1.6.
Les CBPC prennent leur origine dans les cellules de la crête neurale, tandis que les CBNPC
auraient pour origine les cellules épithéliales pulmonaires.
Cancer du poumon
Cancer bronchique à 
petites cellules
Cancer bronchique 
non à petites cellules
Epidermoïde Non-épidermoïde
Adénocarcinome
Sous-type mixe
Lipidique(non-mucineux 
ou mucineux)
Acinar
Papillaire
Micropapillaire
Solide
Carcinome à larges cellules
Carcinome neuroendocrine à large cellules
15% 85%
70%30%
90%
10%
Figure 1.6: Classification histologique des cancers du poumon
Adapté de [Gridelli et al., 2015]
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1.3.2 La classification anatomo-pathologique
La classification par grade décrit l’étendue anatomique de la tumeur à l’aide de trois indicateurs :
T, Tumor, N, Node, M, Metastase, on parle de la classification TNM. La huitième édition de
cette classification a été proposée par l’organisation internationale pour l’étude du cancer du
poumon (IASLC, International Association for the Study of Lung Cancer), et publiée en 2016
[Detterbeck et al., 2016]. Cette classification est utilisée uniquement pour les CBNPC. Les
différents sous-groupes qui en émergent, présentent des similarités de pronostics et peuvent
bénéficier des mêmes options de traitement.
• L’indicateur T : rapporte la taille et l’étendue locale de la tumeur primaire.
• L’indicateur N : rapporte la localisation des ganglions lymphatiques atteints par la tu-
meur. Il s’agit de l’indicateur le plus fiable pour déterminer le pronostic d’un patient
atteint de cancer du poumon.
• L’indicateur M : rapporte si le cancer est métastasé.
L’utilisation de ces différents indicateurs permet de grouper les tumeurs en fonction de leur
stade d’évolution comme le montre la figure1.7.
Figure 1.7: Tableau représentant les différents stades du cancer du poumon en fonction des
indicateurs T, N, M
1.3.3 La classification moléculaire
1.3.3.1 Les anomalies génétiques dans les CBNPC
Le cancer du poumon présente un taux de mutations somatiques et réarrangements géno-
miques assez élevé. Une étude a montré que le sous-type des adénocarcinomes présentait en
moyenne 8,9 mutations par megabase [Network, 2014] et 8,1 pour le sous-type des épidermoïdes
[Network, 2012]. Certaines de ces mutations ont été identifiées comme fréquentes. Elles sont
répertoriées dans le tableau 1.1. 11 gènes ont été identifiés comme fréquemment mutés dans les
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Adénocarcinomes
Gène Fréquence (%)
TP53 46
KRAS 33
KEAP1 17
STK11 17
EGFR 14
NF1 11
BRAF 10
SETD2 9
RBM10 8
MGA 8
MET 7
ARID1A 7
PI3KCA 7
SMARCA4 6
RB1 4
CDKN2A 4
U2AF1 3
RIT1 2
Epidermoïdes
Gène Fréquence (%)
TP53 81
MLL2 20
PIK3CA 16
CDKN2A 15
NFE2L2 15
KEAP1 12
PTEN 8
NOTCH1 8
RB1 7
HLA-A 3
Table 1.1: Fréquences des mutations somatiques dans deux sous-types des CBNPC: les adé-
nocarcinomes et les cancers épidermoïdes
[Network, 2012][Network, 2014]
épidermoïdes et 18 dans le sous-type des adénocarcinomes. Ces deux études montrent la dif-
férence de profil mutationel des deux sous-types histologiques. On peut remarquer que le gène
suppresseur de tumeur TP53 est le gène le plus fréquemment muté dans les deux sous-types
histologiques
De plus un autre type d’anomalie génétique distingue particulièrement ces deux sous-types.
Il s’agit de l’amplification du chromosome 3q dans le sous-type des épidermoïdes où l’on retrouve
les gènes PIK3CA, SOX2, ACK1, PRKCI, TP63, PLD1, ECT2. D’autres régions du génome des
épidermoïdes sont significativement amplifiées, il s’agit des séquences comportant notamment
les gènes de l’EGFR et de FGFR1 [Gandara et al., 2015].
Enfin l’étude menée par le Cancer Génome Atlas [Network, 2014] met en avant les alté-
rations récurrentes de certaines voies de signalisation caractéristiques des adénocarcinomes
pulmonaires impliquant les récepteurs à activité tyrosine kinase. On retrouve, entre autre, la
voie RAS/MAPK altérée dans 76% des cas et la voie PI3K/mTOR dans 25% des cas (figure
1.8). En ce qui concerne le sous-type des épidermoïdes on retrouve par exemple dans 44%
des cas une altération des voies impliquées dans la différenciation cellulaire de ce sous-type
avec notammment l’amplification de SOX2 et TP63 ainsi qu’une perte de fonction dans la voie
NOTCH1/2 et ASCL2 et une déletion dans le gène FOX1.
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Figure 1.8: Altérations de certaines voies de signalisation impliquant les récepteurs à tyrosine
kinase dans les adénocarcinomes pulmonaires
Adapté de [Network, 2014]
1.3.3.2 La notion de driver oncogene et nouvelle classification
Aucune
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EGFR
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BRAF
  7%
NF1
  8,3%
HRAS 0,4%
NRAS 0,4%
RET fusion 0,9%
MAP2K1 0,9%
ALK fusion 1,3%
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ERBB2 amp 0,9%
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Figure 1.9: Drivers oncogènes identifiés dans
les adénocarcinomes pulmonaires. En rose sont
représentés les nouveaux driver oncogènes dont
NF1 fait aussi partie
Adapté de [Network, 2014]
Certaines mutations vont conférer aux pro-
téines touchées un rôle d’intérêt pour la cellule
cancéreuse. Il s’agit généralement de Récep-
teur à activité Tyrosine Kinase (RTK). Ces
mutations entrainent une activation constitu-
tive du récepteur et des voies de signalisation
en aval. On parle de mutations activatices.
De plus les protéines mutées vont acquérir la
capacité de transformer la cellule en cellule
cancéreuse dont la survie est alors dépendante
de l’activité de la protéine mutée. C’est ainsi
qu’est apparue la notion de driver oncogene.
On parle du talon d’achille de la cellule cancé-
reuse car une inhibition de l’activité de cette
protéine mutée entraîne la mort de la cellule
cancéreuse [Weinstein, 2002]. Ces mutations
sont à distinguer des mutations dites “passa-
gères” qui elles sont biologiquement neutres et
ne vont pas conférer d’avantage de croissance
à la cellule. L’identification de ces caractéristiques a attiré l’attention des chercheurs. En effet
la présence de telles anomalies, spécifiques de la tumeur, est un moyen de la cibler. Ceci est un
atout majeur comparativement à d’autres thérapies telles que les chimiothérapies qui ne ciblent
pas spécifiquement la tumeur.
De plus l’inhibition de l’activité d’une protéine oncogénique affecte directement et dras-
tiquement la survie de la cellule cancéreuse. Suite à cela de nombreuses molécules ciblant
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l’activité de ces drivers oncogenes ont été développées ce qui a entrainé l’émergence des thé-
rapies dites “ciblées” car elles ciblent une anomalie particulière de la cellule tumorale. Ces
thérapies seront décrites plus en détail dans la suite du manuscrit. Le cancer du poumon
et plus particulièrement le sous-type des adénocarcinomes, est le sous-type histologique pour
lequel l’identification de driver oncogene, et le développement des thérapies ciblées ont en-
trainé une réelle révolution dans la prise en charge des patients présentant cette pathologie.
Fumeur
P<0,001
Populations
P<0,001
Genre
P<0,001
Figure 1.10: Fréquence d’apparition de muta-
tions de l’EGFR dans les CBNPC
Adapté de [Sholl et al., 2015]
Dans une étude analysant le profil gé-
nomique des adénocarcinomes pulmonaires,
62% des patients présentent une mutation
activatrice [Network, 2014]. Ainsi une nou-
velle classification moléculaire se dessine suite
à l’identification de ces drivers oncogenes
comme le montre la figure 1.9. On retrouve en
tête de liste KRAS, EGFR, ALK et BRAF.
Les chiffres peuvent varier d’une étude à
l’autre mais restent dans les mêmes ordres
de grandeur [Sholl et al., 2015]. En ce qui
concerne la part de patients présentant une mutation de l’EGFR les chiffres peuvent varier de
manière importante entre deux études différentes [Cooper et al., 2013]. Ces variations peuvent
s’expliquer par l’échantillonnage des essais cliniques. En effet une étude du consortium des
mutations du cancer du poumon a caractérisé la fréquence d’apparition de certaines mutations
en fonction des populations, de leur historique de fumeur, du genre ou même du stade du cancer
[Sholl et al., 2015]. Et de manière intéressante les mutations de l’EGFR sont plus fréquemment
observées chez des femmes non-fumeuses d’origine asiatique figure 1.10 comparativement à la
mutation KRAS qui touche de manière égale les hommes et les femmes, mais semble être plus
fréquente chez les patients anciens ou actuels fumeurs. Cependant ces mutations activatrices
sur les récepteurs à tyrosine kinase identifiées chez les adénocarcinomes ne sont pas observées
dans le sous-type des épidermoïdes. Le sous-type des épidermoïdes ne bénéficie pas autant
que les adénocarcinomes des avancées dues à cette caractérisation moléculaire. Certaines cibles
oncogéniques potentielles ont été identifiées dans ce sous-type histologique figure 1.11, mais une
validation de ces cibles en clinique est encore nécessaire avant qu’elles ne soient inclues dans
une protocole clinique de routine [Sos and Thomas, 2012].
1.3.4 Impact sur la prise en charge des patients
La meilleure compréhension des caractéristiques moléculaires des cancers du poumon a claire-
ment impacté la prise en charge des patients et plus particulièrement le sous-type des CBNPC
qui bénéficie d’options de traitement plus importantes que les CBPC. Pour ces derniers contrai-
rement aux CBNPC la chirurgie est rarement utilisée, du fait de leur diagnostic tardif. Pour ce
type de tumeur la chimiothérapie est le traitement utilisé en priorité. De manière plus limitée
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Figure 1.11: Potentiels driver oncogene dans le sous-type des épidermoïdes
Adapté de [Sos and Thomas, 2012]
la radiothérapie peut parfois être associée à la chimiothérapie.
La prise en charge du patient atteint de CBNPC prend en compte les trois types de classi-
fications décrites précédemment. Elle dépend du type histologique de la tumeur, de l’étape de
développement de la maladie ainsi que de son profil moléculaire. Les tumeurs pulmonaires sont
généralement distinguées selon trois catégories de traitement: résécable, avancée localement ou
avancée. Cette caractérisation est très importante pour déterminer les options de traitement.
1.3.4.1 Les thérapies conventionnelles
• La chirurgie
Ce type de traitement est privilégié pour les tumeurs résécables, lorsque l’état de santé du pa-
tient le permet. Grâce à l’amélioration des techniques chirurgicales, la lobectomie du poumon,
ablation par voie chirurgicale d’un lobe de poumon, se fait grâce à une chirurgie thoracique as-
sistée par vidéo. Il s’agit d’une technique peu invasive diminuant les infections post-opératoires
et permettant de diminuer les temps d’hospitalisation [Gridelli et al., 2015].
• La chiomiothérapie et la radiothérapie
Dans le cas des tumeurs résécables non-opérables, la radiothérapie peut être utilisée comme
alternative, avec des résultats similaires à la chirurgie.
La chimiothérapie est utilisée pour les CBNPC résécables de stade II/III. Elle peut aussi
être utilisée de manière séquentielle avec la radiothérapie pour les CBNPC localement avancés
de stade III. La combinaison des deux traitements peut entrainer des effets secondaires plus
importants comme une inflammation de l’oesophage ou des poumons. Il peut donc exister des
contre-indications pour ce type de traitement selon l’état de santé du patient.
1.3.4.2 Les thérapies ciblées
Les thérapies dites ciblées ont été développées suite à l’identification d’anomalies d’expression
de certaines protéines (mutations ou surexpression) observées spécifiquement dans les cellules
cancéreuses. La découverte de la notion de “driver oncogene” a été le point de départ d’une
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Figure 1.12: Les différents types de thérapies ciblées utilisées en première ligne de traitements
seuls ou bien en combinaison avec une chimiothérapie
Les thérapies ciblées visant l’activité tyrosine kinase de l’EGFR et ALK sont utilisées seules en
première ligne de traitement lorsque le patient présente une mutation activatrice. L’osimertinib
est utilisé en deuxième ligne de traitement lorsque le patient présente une progression tumorale
après traitement aux EGFR-TKI de première/deuxième génération et présentant la mutation
T790M. L’alectinib et le ceritinib ciblant le réarrangement de ALK sont utilisés en première
ligne de traitement. Ils font partie d’une nouvelle génération d’inhibiteurs de ALK dont l’objectif
est d’améliorer la pénétration hémato-encéphalique afin de limiter le développement de méta-
stases cérébrales. Les anticorps monoclonaux ciblant les récepteurs EGFR ou VEGFR ont été
autorisés en complément d’un traitement par chimiothérapie. L’immunothérapie est l’une des
dernières grandes avancées dans les traitements disponibles pour les CBNPC. Le nivolumab a
lui été autorisé pour le traitement des CBNPC non épidermoïde. Elle est utilisée en complé-
ment de la chimiothérapie lorsque le patient ne présente pas de mutations de l’EGFR ou du
réarrangement ALK. Adapté de [Gridelli et al., 2015]
accélération de l’émergence de ce type de thérapie. Ce sont des molécules dont l’utilisation en
clinique est assez récente comme le récapitule le tableau 1.2.
Ces thérapies ciblaient jusqu’à présent essentiellement les protéines récepteurs à tyrosine
kinase. Plus récemment, des nouvelles thérapies ont été développées, dont la cible sont des
protéines membranaires impliquées dans la régulation du système immunitaire, on parle alors
d’immunothérapie. Il existe deux grandes catégories de thérapies ciblées: les anticorps mono-
clonaux, qui vont intervenir au niveau de la fixation du ligand à son récepteur (dans le ciblage
des récepteurs à tyrosine kinase elles vont limiter l’activation des voies de signalisation de cette
dernière, dans le cadre de l’immunothérapie elles vont permettre l’activation d’une réaction im-
munitaire) et les Inhibiteurs de Tyrosine Kinase (TKI, Tyrosine Kinase Inhibitor), qui sont de
petites molécules chimiques inhibant l’activité à tyrosine kinase de la protéine. Les différentes
thérapies ciblées utilisées en clinique dans la prise en charge des CBNPC sont résumées dans
la figure 1.12.
Les thérapies ciblées interviennent principalement pour le traitement des CBNPC de stade
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avancé, c’est à dire de stade IV. Les tests de diagnostic pour détecter les anomalies de l’EGFR,
ROS1, BRAF ou les réarrangements de la protéine ALK sont aujourd’hui la routine pour la
prise en charge des patients [Kalemkerian et al., 2018] atteints d’adénocarcinome pulmonaire de
stade avancé . En France le programme BIOMARQUEUR France lancé par l’Institut National
du Cancer (INCa), soutient depuis 2006, 28 plateformes hospitalières en charge de mettre en
place ces diagnostics de routine.
Le diagnostic initial pour détecter des biomarqueurs pouvant être ciblés par des EGFR-TKI
sont réalisés à l’aide de test moléculaire, PCR (Polymerase Chain Reaction). Les méthodes
d’Immuno-Histo-Chimie (IHC) ou FISH (Fluorescent In Situ Hibridization) ne sont pas recom-
mandées pour détecter les anomalies de l’EGFR. Les anomalies de ROS1 peuvent bénéficier
des techniques d’IHC, cependant le diagnostic doit ensuite être confirmé par des techniques
moléculaires ou cytogéniques. Le réarrangement de ALK peut être diagnostiqué de manière
équivalente par technique d’IHC ou FISH.
Dans le cas d’une nouvelle progression tumorale suite à un traitement avec un EGFR-
TKI, il est recommandé de faire un test de diagnostic pour la mutation T790M de l’EGFR
afin d’orienter le patient vers un traitement d’EGFR-TKI de 3ème génération. Les différentes
générations d’EGFR-TKI sont décrites de manière plus détaillée dans la section 2.1.2. En ce
qui concerne les patients qui présentent une progression tumorale suite à un traitement aux
ALK-TKI, il n’existe pas de recommandation claire concernant les tests à effectuer pour la
suite du traitement [Kalemkerian et al., 2018].
La multiplication des options de traitement, et leur application conditionnée à un profil
moléculaire particulier de la tumeur, a entrainé l’émergence de la notion de “médecine per-
sonnalisée” ou encore de “médecine de précision”. La figure 1.13 récapitule les différents tests
moléculaires réalisés en routine en première et deuxième ligne de traitement et le tableau 1.2
les différentes thérapies ciblées et leurs conditions d’utilisation.
Si l’identification de biomarqueur est à la base de l’utilisation des thérapies ciblant les pro-
téines kinases, comme c’est la cas avec les mutations de l’EGFR, elle fait clairement défaut
à l’utilisation de l’immunothérapie. Et pourtant leur utilisation permet nettement d’étoffer le
panel des options de traitements disponibles. Le nivolumab, anticorps monoclonal ciblant la
protéine PD-1 est recommandé pour le traitement des CBNPC épidermoïdes, sous-type histo-
logique qui bénéficiait jusqu’alors très peu des thérapies ciblées. En effet les résultats de l’étude
Phase III CheckMate-017 [Brahmer et al., 2015] montrent une supériorité de traitement du ni-
volumab comparativement au docetaxel chez des patients ayant déjà reçu une première ligne de
traitement. Cependant l’efficacité de réponse à ce traitement n’a pu être corrélée à l’expression
de PD-L1, ligand de PD-1. Récemment une étude a montré une corrélation entre la charge
de mutation tumorale et la réponse au traitement d’immunothérapie nivolumab+ipilimumab
[Forde et al., 2018]. En effet dans l’essai clinique Checkmate-227, les tumeurs présentant un
haut taux de mutation répondaient mieux au traitement nivolumab+ipillimumab (anticorps
monoclonal ciblant l’activité des lymphocytes T cytotoxiques, utilisé pour le moment unique-
ment dans le cadre d’essais cliniques).
Si l’utilisation de thérapies ciblées a considérablement augmenté les possibilités de traite-
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Figure 1.13: Tests moléculaires pour la prise en charge de CBNPC de stade avancé
Les tests moléculaires de l’EGFR, ROS1, BRAF et ALK, sont effectués en routine pour dé-
terminer la mise en place de traitement en première ligne. Seuls les patients ayant été traités
avec des EGFR-TKI en première ligne de traitement et dont la tumeur présente à nouveau une
progression, bénéficient en routine d’un test de diagnostic moléculaire pour détecter la présence
de la mutation T790M. Les patients atteints de CBNPC épidermoïdes peuvent bénéficier en
deuxième ligne de traitement d’anticorps monoclonaux spécifique de PD-L1, cependant cela ne
dépend pas de l’expression de ce dernier et ne nécessite donc pas de diagnostic moléculaire à
l’heure actuelle.
ment pour les patients atteints de cancer du poumon et plus particulièrement les CBNPC de
stade avancé, il est important de souligner d’une part les effets secondaires non négligeables
de ce type de thérapie et d’autre part l’inévitable apparition de mécanisme de résistance, tous
types de thérapies confondus.
1.4 L’EGFR, une protéine d’un intérêt particulier dans les
cancers du poumon
Les récepteurs tyrosine kinase contrôlent de nombreuses fonctions de la cellule eukaryote. Leur
apparition représente une étape clé, précoce de l’apparition de la branche animale dans l’arbre
de l’évolution de la vie [Lim and Pawson, 2010]. L’EGFR serait apparu au cours de l’évolution,
indépendamment des autres récepteurs à tyrosine kinase. Il serait le résultat de la fusion d’un
module extracellulaire avec une tyrosine kinase cytoplasmique. Il existe trois autres membres de
la famille EGFR, qui résulteraient de la duplication du gène de l’EGFR. De ce fait les membres
de la famille EGFR partagent de nombreuses homologies de structure.
L’EGFR est reconnu comme l’homologue viral v-erB. Il s’agit de l’une des premières pro-
téines a être identifiée comme driver oncogene.
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Année
autorisation
pour NSCLC
par FDA
Nom Type de
thérapie
Cible Conditions d’utilisations
2015 Gefitinib TKI EGFR Première ligne de traitement en présence de mutation
activatrice de l’EGFR
2013 Erlotinib TKI EGFR Première ligne de traitement en présence de mutation
activatrice de l’EGFR (Del19 et L858R)
2013 Afatinib TKI EGFR Première ligne de traitement en présence de mutation
activatrice de l’EGFR (Del 19 et L858R)
2015 Osimertinib TKI EGFR Après traitement EGFR-TKI en présence de
mutation EGFR-TKI T790M
2015 Necitumumab AM EGFR Première ligne de traitement avec un traitement
chimiothérapie (uniquement pour NSCLC
épidermoïdes)
2017 Alectinib TKI ALK Première ligne de traitement en présence de mutation
de ALK
2011/2016 Crizotinib TKI ALK/
ROS1
Première ligne de traitement en présence de mutation
de ALK/ROS1
2017 Certinib TKI ALK Première ligne de traitement en présence de mutation
de ALK
2017 Brigatinib TKI ALK Utilisé en deuxième ligne de traitement après rechute
avec traitement crizotinib
2015 Nivolumab AM PD1 Après rechute avec un traitement chimiothérapie
2017 Pembrozilu- mab AM PD1 En première ligne de traitement avec un traitement
chimiothérapie sans mutation EGFR et ALK.
2016 Atezolizumab AM PDL-1 Après rechute avec un traitement chimiothérapie
2017 Dabrafetinib
/Trabetinib
TKI BRAF
/MEK
Présence mutation BRAF V600E
2006 Bevacizumab AM VEGF Première ligne de traitement avec un traitement
chimiothérapie, NSCLC non-épidermoïde
2014 Ramucirumab AM VEGFR2 Deuxième ligne de traitement avec un traitement
chimiothérapie aprè rechute chimiothérapie ou
thérapie ciblée
Table 1.2: Les thérapies ciblées utilisées dans la prise en charge des CBNPC et leurs conditions
d’application
Les dates d’autorisation d’utilisation correspondent aux dates auxquelles la thérapie a pu
être utilisée dans les conditions définies dans le tableau et non de leur première autorisation
d’utilisation en clinique dont les conditions d’utilisation peuvent avoir évolué. AM: Anticorps
Monoclonal, TKI: Tyrosine Kinase Inhibitor.
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1.4.1 La famille de l’EGFR
Le gène de l’EGFR (aussi appelé ERBB, ERBB1, HER1) se situe sur le bras court du chromo-
some 7 en position 12 (cytogenic chr band 7p12.1). La longueur de la séquence nucléotidique
codant pour la protéine est d’environ 2 115 nucléotides. La protéine comporte 486 acides aminés
pour un poids d’environ 170 kDa [Tsiambas et al., 2016].
1.4.1.1 Les quatre membres de la famille EGFR :HER1, HER2,HER3, HER4
L’EGFR est une glycoprotéine transmembranaire dont la structure a déjà été largement étu-
diée. La structure intacte de la protéine n’a toujours pas été élucidée en dépit des analyses
structurelles de haute résolution. Cela s’expliquerait par la présence d’une seule hélice trans-
membranaire indispensable à la structure de la protéine. Ce même problème est rencontré pour
l’étude structurale des protéines tels que les récepteurs à cytokines ou les récepteurs immuni-
taires qui ne présentent également qu’une hélice transmembranaire.
Il existe quatre membre de la famille EGFR : EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/HER2, ErbB3/
HER3, ErbB4/HER4 figure 1.14. La famille des protéines EGFR fait partie de la famille des
récepteurs de facteurs de croissance à activité tyrosine kinase. Ces quatre protéines partagent
des similarités de structure avec un domaine extracellulaire glycosylé comportant un domaine de
fixation du ligand, un seul segment transmembranaire hydrophobe et une partie cytoplasmique
comportant un domaine à tyrosine kinase et un domaine C-terminal sur lequel vont venir se
fixer des protéines adaptatrices. Le domaine extracellulaire est divisé en quatre parties : les
domaines I et III riches en leucine et qui sont impliqués dans la fixation du ligand au récepteur et
les domaines II et IV riches en cysteines et pouvant participer à la formation de ponts disulfures.
Certains membres présentent tout de même des particularités fonctionnelles. En effet aucun
ligand n’a été identifié pour la protéine ErbB2, et la protéine ErbB3 n’a pas d’activité tyrosine
kinase du fait de la présence d’une substitution sur son domaine à tyrosine kinase. Cette
dernière est donc capable de jouer son rôle de signalisation uniquement grâce à sa dimérisation
avec les autres membres de la famille EGFR. De nombreux ligands ont été identifiés comme
pouvant se fixer aux protéines de la famille EGFR. Ils sont synthétisés comme des précurseurs
membranaires qui vont ensuite être clivés et relâchés dans le milieu extracellulaire.
33
ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4
Pas d'activité 
à tyrosine kinase
Pas de ligand
connu
EGF, EPG
AR
TGF- α
BTC
HB-EGF
EPR
NRG-1
NRG-2
NRG-3
NRG-4
Membrane 
plasmique
Milieu 
Extracellulaire
Cytoplasme
tyrosine
 kinase
I
II
III
IV
Domaine 
trans-
membranaire
Domaine 
C-Terminal
III
III
IV
I I
II II
III III
IV IV
tyrosine
 kinase
tyrosine
 kinase
Figure 1.14: Les membres de la famille EGFR et leurs récepteurs
On distingue quatre groupes de ligands: les ligands spécifiques du récepteur EGFR avec l’EGF
(Epidermal Growth Factor), l’amphiregulin (AR) et le Transforming Growth Factor α (TGF-
α), les ligands spécifiques de ErbB4 avec neuregulin 3 et 4 (NRG3 et NRG4), les ligands se
fixant à la fois sur l’EGFR et ErbB4 avec la betacellulin (BTC), heparin-binding EGF (HB-
EGF) et l’épiregulin (EPR) et enfin les ligands se fixant à la fois à ErbB3 et erbB4 qui sont
le neuregulin 1 et 2 (NRG1 et NRG2). La protéine ErbB2 reste dans un état conformationnel
ouvert exposant le bras de dimérisation, rendant le récepteur exposé pour une dimérisation sans
fixation de son ligand. Le remplacement de deux acides aminés dans le domaine IV de ErbB2
pourrait être responsable de l’impossibilité de la formation d’un état fermé comme les autres
membres de la famille EGFR. Adapté de [Roskoski, 2014a]
1.4.1.2 Les mécanismes d’action de l’EGFR
Les protéines de la famille EGFR se trouvent sous forme de monomère dans la membrane
plasmique. Elles peuvent soit s’homo ou s’hétérodimériser. En effet la fixation d’un ligand
sur le domaine extracellulaire entraine un important changement conformationnel permettant
l’exposition d’un bras de dimérisation dans le domaine II de la partie extracellulaire.
La fixation de ligands sur la partie extracellulaire de deux récepteurs différents de la famille
EGFR permet la formation d’un état activé pour la dimérisation. Les domaines à tyrosine
kinase ainsi juxtaposés vont ensuite pouvoir s’autophosphoryler. L’activation du récepteur se
fait suite à la formation d’un dimère asymétrique des domaines à tyrosine kinase, dont l’un
dit “receveur/accepteur” va de manière allostéique activer l’autre domaine tyrosine kinase dit
“activateur/donneur” figure 1.15. La partie juxtamembranaire jouerait un rôle particulier dans
ce mécanisme en favorisant la formation d’un dimère asymétrique et en entrainant l’activation
allostérique du receveur. Notamment l’interaction des hélices transmembraires au niveau des
domaines N-terminaux au sein du dimère et la formation antiparallèle des hélices juxtamem-
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Figure 1.15: Représentation schématique de l’activation de l’EGFR
Adapté de [Roskoski, 2014b, Gazdar, 2009]
branaires sont essentielles pour l’activation du domaine à tyrosine kinase de l’EGFR. La phos-
phorylation des résidus phosphotyrosines sur la queue C-terminale du récepteur entraine le
recrutement de protéines adaptatrices contenant les séquences homologues SRC2 (SH2) et des
domaines phosphotyrosine-binding (PTB) qui sont capables d’identifier le changement de phos-
phorylation et vont agir comme des lecteurs permettant ensuite la propagation du signal au
sein de la cellule. Suite à cela plusieurs voies de signalisation vont pouvoir être activées comme
le montre la figure 1.16 . Ces voies sont décrites dans la section 1.4.1.3.
La protéine ErbB2 n’ayant pas de ligand se fixant sur son domaine extracellulaire, son
partenaire de dimérisation sera activé en premier et jouera le rôle de receveur lors de la formation
du dimère asymétrique. [Roskoski, 2014a]
1.4.1.3 Les voies de signalisation de l’EGFR
Les voies de signalisation contrôlées par l’EGFR régulent les mécanismes de prolifération cel-
lulaire, de différentiation et d’apoptose dans les cellules saines.
La voie RAS-(B)RAF-MEK-ERK/MAPK (Rat Sarcoma-Mitogen-Activated Pro-
tein Kinase)
Cette voie de signalisation est principalement activée par l’EGFR. Certaines anomalies comme
la présence de mutations somatiques sur les protéines telles que Ras et Raf peuvent aussi en-
trainer l’activation de cette voie de signalisation. Les protéines de la famille Ras jouent un rôle
important dans la transmission des signaux depuis la membrane plasmique jusqu’au noyau.
Dans cette voie de signalisation, elles vont jouer le rôle d’interrupteur entre l’activation du
récepteur et les voies de signalisation intracellulaires situées en aval. La transmission du signal
depuis la phosphorylation du récepteur membranaire se fait par l’intermédiaire du complexe
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Figure 1.16: Principales voies de signalisation activées par l’EGFR
Adapté de [Sordella et al., 2004]
protéique GrB2/hSos. La protéine Ras, de la famille des GTPases va être activée par rempla-
cement du GDP en GTP, ce qui est responsable du passage de son état inactif à un état actif.
L’activation des MAPK aussi appelée ERK (Extracellular signal-regulated kinase) va s’opérer
suite au recrutement de la protéine RAF-1 par Ras, qui va phosphoryler les MAPK ou MEK qui
vont à leur tour phosphoryler les protéines ERK de manière très spécifique. La translocation
de ces dernières dans le noyau va permettre d’agir sur la transcription de certains facteurs de
transcription comme c-FOS, c-MYC, ou c-JUN qui vont ensuite agir sur la transcription de
gènes tels que la cycline D1 cdk1 impliqués dans le cycle cellulaire.
La voie PI3K/AKT/PTEN-m TOR (Phosphatidyl Inositol 3Kinase-v AKT murine
thymoma viral oncogene homolog I/Phosphatase and TENsin homolog deleted on
chromosome ten-mammalian Target of Rapamycin)
Cette voie joue un rôle dans la glycogenèse, la régulation de la taille de la cellule, l’adhésion
cellulaire, la mobilité cellulaire, le développement, l’organogénèse, l’apoptose et la proliféra-
tion. Elle participe notamment à la régulation de l’homéostasie cellulaire en contribuant à la
régulation de la survie et de la mort cellulaire ainsi qu’à l’angiogénèse. Elle peut être activée
par l’EGFR ou bien par l’intermédaire de RAS. Il existe donc un lien important entre les deux
voies de signalisation RAS/MAPK et PI3K/AKT.
L’enzyme PI3K est responsable de la phosphorylation du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
(PIP2) en phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3), substrat membranaire qui une fois
phosphorylé va recruter Akt à la membrane plasmique. Cette phosphorylation est régulée de
manière négative par PTEN qui va être responsable de la réaction de déphosphorylation de
PIP3 en PIP2. Akt peut ensuite être phosphorylée par la phosphoinositide-dependent pro-
tein kinase (PDK1) sur son site Thr308 et par le complexe mammalian target of rapamycin 2
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(mTORC2) sur son site Ser473. Akt est responsable de l’activation de mTOR, une protéine
sérine/tréonine kinase impliquée entre autre dans des mécanismes de survie cellulaire, ainsi
que dans l’inhibition de Bcl2 associated death protein (BAD), qui déphosphorylée a un rôle
anti-apoptotique.
La voie JAK/STAT
Cette voie de signalisation est hautement conservée chez les eukaryotes. Elle permet de réguler
une activité transcriptionnelle à partir d’un signal extracellulaire en ciblant directement les
promoteurs dans le noyau. Son rôle a tout d’abord été mis en évidence dans la transmission
du signal extracellulaire par les récepteurs cytokine ne possédant pas de récepteur à tyrosine
kinase. Mais cette voie peut être activée par les récepteurs à tyrosine kinase tels que l’EGFR
qui va recruter directement les protéines STAT au niveau de son domaine C-teminal, suite
à son activation par un ligand. Les protéines de la famille STAT (Signal Transducer and
Activator of Transcription) sont au nombre de 7 chez les mammifères. Ce sont des facteurs de
transcription se trouvant à l’état inactif dans le cytoplasme. Suite à leur phosphorylation sur
leur domaine SH2, elles vont se dimériser et être transloquées dans le noyau où elles vont agir
sur la transcription des gènes [Aaronson and Horvath, 2002].
1.4.2 Dérégulation de l’activité de l’EGFR dans les cancers du pou-
mon
L’EGFR est une protéine dont l’activité est régulièrement dérégulée [Ciardiello and Tortora, 2008]
dans les cancers. Cela peut se traduire par une mutation au niveau de l’allèle codant pour la
protéine, par une augmentation du nombre de copies du gène, ou enfin par une surexpression
de la protéine.
1.4.2.1 Les mutations de l’EGFR
L’EGFR présente des mutations somatiques chez environ 10% des patients atteints de can-
cer du poumon dans les populations caucasiennes, ce pourcentage monte jusqu’à 40% dans
les populations asiatiques [Sharma et al., 2007]. Ces mutations semblent être caractéristiques
de la tumeur car elles ne sont pas retrouvées dans les tissus du poumon sain du patient
[Paez et al., 2004]. La majorité des mutations affectant l’EGFR se trouvent dans son domaine
tyrosine kinase sur une séquence comprise entre les exons 18 et 20 (figure 1.17). Deux mutations
majeures représentent 90% des mutations observées dans les tumeurs pulmonaires avant trai-
tement avec un EGFR-TKI. Il s’agit tout d’abord de délétions dans l’exon 19. Ces différentes
délétions ont en commun la perte de quatre acides aminés (leucine, arginine, acide glutamique
et alanine dans les codons 747 à 750, LREA, ou Del 19 [Lynch et al., 2004]). Le deuxième type
de mutation majeure est la substitution d’une arginine en leucine à la position 834 dans l’exon
21 (L834R) ou bien en position 858 si on inclut la séquence du peptide signal, on parle alors de
la mutation L858R [Sharma et al., 2007]. Ces deux types de mutations sont particulièrement
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Figure 1.17: Mutations de l’EGFR dans les cancers du poumon
Adapté de [Gazdar, 2009, Sharma et al., 2007]
importantes car elles sont un marqueur de sensibilité aux EGFR TKI (voir 1.4.3.2). D’autres
mutations ont été observées comme la mutation T790M. Cette mutation est rarement observée
avant traitement aux EGFR-TKI. Elle apparait en revanche dans 60% des cas après traitement
aux EGFR-TKI. Contrairement aux deux types de mutations précédentes, la mutation T790M
est un marqueur de résistance aux traitements par EGFR-TKI.
1.4.2.2 Duplication ou surexpression du gène de l’EGFR
Le gène de l’EGFR est dupliqué chez 60% des patients atteints de CBNPC. La détection de la
duplication du gène de l’EGFR se fait par méthode dite FISH (fluorescent in situ hybridization).
La protéine de l’EGFR est surexprimée dans 40% à 80% des cas. La duplication du gène est
souvent à l’origine de la surexpression de la protéine. Cette surexpression est souvent correlée
à un mauvais pronostic [Sharma et al., 2007]. Elle peut être due à une augmentation de la
transcription du gène ou à une meilleure stabilité de la protéine.
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1.4.3 L’EGFR muté une cible particulière dans le cancer du poumon
1.4.3.1 Mode d’action de l’EGFR muté
La présence de mutation sur le domaine à tyrosine kinase de l’EGFR, telle que la mutation
L858R, entraine une déstabilisation de l’état inactif de la protéine. L’énergie nécessaire au
changement conformationnel de la protéine responsable de son activation serait alors dimi-
nuée. L’EGFR muté jouerait ainsi un rôle de super-accepteur permettant l’activation d’autres
protéines EGFR, notamment de l’EGFR sauvage, mais aussi celle de HER2, sans fixation de
son ligand [Red Brewer et al., 2013]. On parle ainsi de mutation activatrice entrainant une
activation constitutive du récepteur. Comparativement à l’EGFR sauvage, la présence de la
mutation activatrice de l’EGFR entraine l’hyper activation de la voie de signalisation de sur-
vie cellulaire telle que Akt ou erk dont la cellule devient dépendante [Sordella et al., 2004].
De plus les EGFR mutés ont la capacité de transformer une cellule normale en cellule cancé-
reuse [Greulich et al., 2005]. L’EGFR muté présente donc les deux caractéristiques d’un driver
oncogene : dépendance cellulaire aux voies de signalisation et pouvoir oncogénique.
1.4.3.2 L’hypersensibilité de l’EGFR muté aux EGFR-TKI
Le gefitinib (IRESSA) est une petite molécule chimique de la famille des anilinoquinazoline.
Cette molécule a été identifiée suite à un large screening de molécules ciblant l’activité à tyrosine
kinase de l’EGFR [Barker et al., 2001]. Elle entre en compétition avec la molécule d’ATP en se
fixant de manière réversible sur un site critique de fixation de l’ATP sur la lysine 745 (K745)
de l’EGFR. Ainsi le gefitinib en se comportant comme un analogue de l’ATP, diminue l’affinité
de ce dernier pour la poche à ATP de l’EGFR [Ward et al., 1994, Pao et al., 2004].
L’association entre hypersensibilité en réponse au traitement aux EGFR-TKI et EGFR
muté a été mise en évidence en 2004 [Lynch et al., 2004, Pao et al., 2004, Paez et al., 2004].
Cette hypersensibilité permet d’utiliser les EGFR-TKI à une concentration plasmatique qui
sera supérieure à la concentration nécessaire pour induire une inhibition de l’EGFR muté et
inférieure à la concentration entrainant une sensibilité de l’EGFR sauvage [Lynch et al., 2004].
L’identification de tels marqueurs de sensibilité aux EGFR-TKI représente donc un vrai avan-
tage sélectif pour cibler plus particulièrement la tumeur en diminuant l’atteinte des cellules
saines.
Environ 77% des patients atteints d’adénocarcinome pulmonaire répondant aux EGFR-
TKI présentent une mutation activatrice. Il y a donc 20 à 30% des patients présentant une
mutation activatrice de l’EGFR qui ne répondent pas au traitement. Nous aborderons cette
problématique dans le chapitre suivant sur les mécanismes de résistance voir chapitre 2. D’autre
part environ 2% des patients ne présentant pas de mutation activatrice répondent au traitement
[Sharma et al., 2007]. Si le lien entre EGFR muté et réponse aux EGFR-TKI est bien établi,
on peut tout de même soulever la question de savoir si le statut muté de l’EGFR est suffisant
pour prédire une sensibilité de réponse aux EGFR-TKI?
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Chapitre 2
Les mécanismes de résistance aux
EGFR-TKI
La compréhension des changements moléculaires à l’origine de la carcinogenèse pulmonaire et
plus particulièrement des CBNPC a permis une réelle amélioration de la prise en charge des
patients. Presque 70% des patients atteints de CBNPC présentent une mutation activatrice,
dont 10 à 15% sont des mutations de l’EGFR. La moitié des patients présentant une mutation
activatrice peuvent être pris en charge par des thérapies ciblées. Environ 70 % des patients por-
teurs d’une mutation activatrice de l’EGFR répondent aux EGFR-TKI de première et deuxième
génération. Cependant après environ un an de traitement [Maemondo et al., 2010] les patients
présentent systématiquement une croissance tumorale du fait de l’apparition de mécanismes de
résistance.
La résistance d’une tumeur au traitement est l’absence d’effet de cette drogue sur la pro-
gression tumorale. On distingue trois types de résistance : la résistance primaire ou résistance
intrinsèque, la résistance adaptative et la résistance acquise [Bivona and Doebele, 2016]. Dans
le cas de résistance primaire aucun effet du traitement n’est observé sur la progression tumo-
rale, la tumeur présente des caractéristiques de résistance avant traitement. Dans le cas d’une
résistance adaptative la progression tumorale a lieu après une période d’amélioration clinique
au cours de laquelle la cellule tumorale acquiert des caractéristiques lui permettant de survivre
au traitement. Et enfin la résistance acquise qui résulte des deux types de mécanismes précé-
dents, c’est à dire qu’au cours du traitement va s’effectuer la sélection de certaines altérations
génétiques portées par un sous-clone présent au sein de l’hétérogénéité tumorale et ce sous-clone
va en plus de cela acquérir de nouvelles caractéristiques [Bivona and Doebele, 2016].
La définition clinique de la résistance acquise aux EGFR-TKI a été clarifiée dans une étude
datant de 2010 [Jackman et al., 2010]. Un cas de résistance acquise est rapporté lorsque le
patient répond à ces critères :
• Avoir suivi un traitement à base d’un seul agent EGFR-TKI
• Présenter une mutation activatrice de l’EGFR marqueur de sensibilité aux EGFR-TKI ou
bien une tumeur pour laquelle un traitement avec des EGFR-TKI présente un avantage
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clinique
• Présenter une progression tumorale systémique tout en étant sous traitement EGFR-TKI
continu durant les 30 derniers jours, selon les critères établis par « Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors » RECIST ou bien l’Organisation Mondiale de la Santé OMS.
• Ne pas avoir été sous un autre traitement systémique lors des arrêts d’EGFR-TKI et ne
pas avoir démarré de nouvelles thérapies.
Des outils ont été mis en place afin d’accompagner le clinicien dans l’évaluation de la tu-
meur (sa mesure et la réponse à un traitement). Ces recommandations sont répertoriées dans
le protocole “RECIST”, publié en 2000. Une révision de ces critères a été publiée en 2009
[Eisenhauer et al., 2009].
Les mécanismes de résistance peuvent être regroupés en quatre catégories tableau 2.1. Il
peut s’agir tout d’abord d’altérations de la cible thérapeutique. Dans notre cas il s’agira soit
d’une mutation au niveau de l’EGFR entrainant une modification de l’efficacité du TKI ou bien
d’une amplification du gène de l’EGFR. Un deuxième type de mécanisme est l’altération des
voies de signalisation en aval, court-circuitant l’action du TKI. La réactivation de ces voies de
signalisation peut aussi se faire par la dérégulation d’un autre récepteur tyrosine kinase pouvant
moduler ces voies de signalisation. Et enfin plus rarement on observe une transformation
histologique de la tumeur.
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Mécanisme de résistance Fréquence avant TKI (%) Fréquence après TKI (%)
Altérations de la cible
Insertions exon 20 4% -
T790M <5% 50-60%
Amplification ou perte de la cible
EGFR amplification - Après 3ème génération
Perte EGFR T790M - Après 3ème génération
Altérations voies de signalisation
Amplification ErbB2 1% 12%
Mutation ErB2 <5% -
Amplification MET 1%-3% 5-20% et Après 3ème génération
BRAFG4694/V600E - 1%
PI3KCA 4% 5%
KRAS - <1%
AXL - 20%
Transformation histologique
CBPC - 3%-14%
EMT -
Altération des voies apoptotiques
BIM 18% -
YAP1 40% -
Inconnu 20-30% 30%
Table 2.1: Mécanismes de résistance et leur fréquence avant et après traitement par EGFR-
TKI
CBPC: transformation en sous-type histologique Cancer Bronchique à Petites Cellules. EMT:
Transformation d’un profil épithélial vers un profil mésenchymateux. Cette transformaton reste
rare même si une étude de référence dans l’identification des mécanismes de résistance l’a dé-
tecté à un taux plus élevé [Sequist et al., 2011]. L’amplification de l’EGFR ou bien la perte
de l’expression de l’EGFRT790M ont été observées comme mécanisme de résistance aux EGFR-
TKI de troisième génération. Le cas de la mutation KRAS est particulier car les mutations de
l’EGFR et de KRAS ont jusqu’à présent été décrites comme mutuellement exclusives, mais ré-
cemment la mutation KRAS a été détectée suite à un traitement EGFR-TKI de 3èmegénération.
Les patients présentant cette mutation ne peuvent donc pas être traités avec des EGFR-TKI.
Les études analysant les mécanismes de résistance aux EGFR-TKI ne prenant pas toujours en
compte tous les mécanismes de résistance identifiés, les pourcentages ont été pris dans diffé-
rentes études. C’est pour cela que le total ne fera pas 100%.
La présence d’une mutation activatrice de l’EGFR (L858R et Del19) prédit un taux de
réponse important aux EGFR-TKI (tableau2.2) gefitinib, erlotinib et afatinib de 50 à 80%.
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1ère génération 2ème génération 3ème génération
Erlotinib, Gefitinib, Icotinib Afatinib, Dacomitinib, Neratinib Osimertinib, Poziotinib
Table 2.2: Générations de TKI
Les EGFR-TKI disponibles pour le traitement des patients sont soulignés. Ces quatres EGFR-
TKI peuvent être utilisés en première ligne de traitement pour les CBNPC porteurs d’une
mutation activatrice de l’EGFR. L’afatinib peut être utilisé pour le sous-type des épidermoïdes
suite à une rechute après un traitement par chimiothérapie. L’erlotinib peut être utilisé comme
thérapie de maintenance ou suite à une rechute après chimiothérapie. L’osimertinib qui est
utilisé dans le cas d’une détection de la mutation T790M, peut aussi être utilisé suite à une
rechute avec un traitement de 1ère ou 2ème génération. Les TKI en italique ne sont pas autorisés
dans tous les pays, ils ne sont notamment pas approuvés par la FDA pour le cancer du poumon.
Cependant environ 30 % des patients atteints de CBNPC avec une mutation activatrice
de l’EGFR ne présentent pas la réponse optimale attendue. Ceci peut s’expliquer par des
mécanismes de résistance dits « primaires ». Tous les patients traités avec des EGFR-TKI
connaissent inéluctablement une rechute et une nouvelle progression tumorale. Lorsque cela
arrive après une période de régression tumorale on parle alors de résistance acquise.
Dans la suite de ce chapitre nous allons décrire les différents mécanismes de résistances aux
EGFR-TKI idéntifiés à l’heure actuelle. Ces mécanismes de résistance peuvent parfois être
considérés comme primaires, c’est à dire qu’ils sont identifiés avant traitement ou bien comme
acquis, c’est à dire qu’ils ont été détectés après traitement sans avoir été détectés au préalable.
2.1 Description moléculaire des mécanismes de résistance
2.1.1 Les seconds sites de mutations de l’EGFR
Il a été montré que des mutations dites secondaires présentes sur le domaine tyrosine kinase de
l’EGFR pouvaient être responsables de la résistance aux EGFR-TKI (tableau 2.3). A ce jour
deux types principaux de mutations ont été décrits : des insertions dans l’exon 20 de l’EGFR
et la mutation T790M située aussi au niveau de l’exon 20.
Mutations primaires/ avant
traitement
Mutations après traitement
1ère/2ème génération de TKI
Mutations après traitement
3ème génération TKI
T790M, Insertions exon20 T790M, D761Y, L747S,
T854A
C797S, L718Q, L844V,
L792, L718/G719
Table 2.3: Les mutations de résistance de l’EGFR aux EGFR-TKI
[Lu et al., 2018, Ercan et al., 2015] Une étude [Yang et al., 2018] a montré que les mutations
C97S, L792, L718/G719 étaient respectivement retrouvées chez 24,7%, 10,8% et 9,7% des
patients porteurs de la mutation T790M et traités avec de l’osimertinib.
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2.1.1.1 Insertion dans l’exon 20 de l’EGFR
Ces mutations se trouvent en majeure partie après l’hélice-C du domaine à tyrosine kinase
dans l’exon 20 de la protéine. Seulement 4% des insertions se trouvent dans l’hélice-C. Elles
sont détectées chez 4% des patients présentant une mutation activatrice de l’EGFR et affectent
les acides aminés Ala767, Ser768, Asp770, Pro 772. La présence d’une insertion dans l’exon
20 seule de l’EGFR n’entraine pas une hyperactivation des voies de survie cellulaire, comme
cela est observé pour les mutations L858R et Del19 [Sordella et al., 2004]. Dans des études
précliniques, la présence de ces insertions se traduit par une diminution de la réponse aux
EGFR-TKI gefitinib, erlotinib et afatinib. Même si les modèles cellulaires pour étudier ces
mutations sont restreints (il n’existe pas de lignée cellulaire dérivée de patient), les cellules
exprimant l’EGFR muté par insertion sur l’exon 20 sont 500 fois plus résistantes que celles
porteuses des mutations activatrices L858R et Del19 et ne présentent pas un phénotype sensible
aux doses auxquelles les EGFR-TKI sont autorisés. Les quelques données cliniques disponibles
vont dans le sens des données précliniques. Cependant il semblerait que toutes les insertions
dans l’exon 20 n’aient pas le même effet sur la sensibilité aux EGFR-TKI. En effet si les
insertions après l’acide aminé Alanine 767 entraineraient un phénotype de résistance, rien ne
supporte l’hypothèse que celles ayant lieu sur l’hélice-C soient aussi assimilées à un phénotype
de résistance. Les données cliniques concernant ces mutations restent très limitées car elles
ne sont pas systématiquement recherchées lors des essais cliniques ce qui rend leur étude plus
difficile. Mais les données semblent pour le moment pencher vers un phénotype de résistance
associé à ce type de mutation [Yasuda et al., 2012].
2.1.1.2 La mutation T790M
La mutation T790M est très faiblement détectée avant traitement par EGFR-TKI. Dans l’étude
Inukai et al 2006 [Inukai et al., 2006] environ 3,6% des CBNPC en sont porteurs. Dans ces
conditions, elle semble être présente majoritairement dans des cancers de stade avancé. Cepen-
dant ce pourcentage pourrait être sous-estimé du fait d’un manque de sensibilité des techniques
actuelles. D’autres arguments penchent pour son existence en tant que mécanisme de résistance
primaire. En effet elle est aussi présente dans la lignée cellulaire H1975L858R/T790M qui a été
développée avant traitement avec un EGFR-TKI. De plus cette mutation a aussi été retrouvée
dans des rares cas de susceptibilité de cancer du poumon héréditaire [Bell et al., 2005]. Le taux
de résistance de cette mutation est similaire au taux de résistance des insertions de l’exon 20.
Si cette mutation est parfois détectée avant traitement, sa fréquence est beaucoup plus im-
portante après traitement avec un EGFR-TKI. En effet elle est présente dans 60% des cas de
résistance aux EGFR-TKI de 1ère génération. Cette mutation faux-sens au niveau du nucléotide
2 369 situé dans l’exon 20 remplaçant une cytosine par une thymine entraine le changement
d’une thréonine par une méthionine en place 790 dans la protéine. Il s’agit d’un résidu clé
qu’on dit être le “gardien” de la poche ATP déterminant la spécificité du substrat, hautement
conservé parmis les protéines kinases [Daub et al., 2004]. Tout comme les autres mutations dé-
crites jusqu’à présent la mutation T790M possède un pouvoir oncogénique et cela en présence ou
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non de la mutation L858R [Regales et al., 2007]. Elle entraine une diminution de l’activité tyro-
sine kinase de l’EGFR comparativement aux mutants L858R, mais les mutants L858R/T790M
conservent tout de même une hyperactivation de l’activité kinase de l’EGFR comparativement
à l’EGFR sauvage. En favorisant l’affinité du récepteur pour l’ATP [Yun et al., 2008], la muta-
tion T790M rend le récepteur beaucoup moins sensible aux EGFR-TKI qui retrouve un niveau
d’affinité similaire à l’EGFR sauvage. Ainsi l’avantage sélectif que présentaient les mutations
L858R et Del19 est diminué. Le mécanisme de résistance étant une plus forte affinité du ré-
cepteur pour l’ATP et non pas un encombrement stéric empêchant la fixation de la molécule à
l’EGFR, cette mutation aura tendance à conférer une résistance à tous les types d’inhibiteurs
entrant en compétition avec l’ATP. Ainsi, les mutants T790M restent sensibles aux EGFR-TKI
de deuxième génération uniquement grâce à leur fixation de manière covalente, car une fois
fixée la molécule n’est plus en compétition dans un équilibre réversible avec l’ATP.
2.1.1.3 Amplification de l’EGFR
L’amplification du gène de l’EGFR a été observée chez environ 8% des patients dans une étude
[Sequist et al., 2011] menée par Sequist & al. L’étude menée sur l’analyse des mécanismes de ré-
sistance aux EGFR-TKI de 1ère génération a observé l’amplification en parallèle de l’apparition
de la mutation de résistance T790M. Une autre étude [Nukaga et al., 2017] a mis en avant le
rôle de l’amplification du gène sauvage de l’EGFR dans la résistance aux EGFR-TKI mais cette
fois de 3ème génération. Ils ont montré que dans la lignée PC9 de CBNPC porteuse de la mu-
tation activatrice Del 19, le ratio du gène EGFR Alle`le−sauvage
Alle`le−mute´ = 0, 25 dans la lignée parentale
et que ce ratio passait à 8,5 dans la lignée résistante à l’EGFR-TKI de 3ème génération.
2.1.2 Les générations de Tyrosine Kinase Inhibitor (TKI)
2.1.2.1 Générations de TKI
L’identification de mutations de sensibilité aux traitements EGFR-TKI a été l’avènement de
l’utilisation des EGFR-TKI en première ligne de traitement. Mais leur utilisation reste limitée
par l’apparition de mécanismes de résistance. Même si de nombreux mécanismes de résistance
ont été identifiés, les traitements ciblant les mutations oncogéniques restent pour le moment
les traitements phares dans la prise en charge des patients atteints de cancer du poumon.
L’apparition de mutations sur le domaine à tyrosine kinase de l’EGFR rendant inefficaces les
EGFR-TKI de 1ère et 2ème génération a entrainé le développement de nouvelles générations de
TKI ciblant l’EGFR pouvant contourner cette perte d’efficacité.
Le gefitinib et l’erlotinib sont des petites molécules chimiques se fixant de manière réversible
au niveau de la poche à ATP sur le domaine à tyrosine kinase de l’EGFR uniquement. Il s’agit
de la première génération de TKI.
Afin d’améliorer l’efficacité de ces inhibiteurs et de contourner l’apparition de mécanismes
de résistance, une deuxième génération de TKI a été développée. On retrouve l’afatinib
(BIBW2992) et le dacomitinib (PF-00299804). Ces inhibiteurs se fixent de manière irréversible à
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Figure 2.1: Sensibilité des EGFR-TKI selon le profil moléculaire de l’EGFR
[Cross et al., 2014, Hirano et al., 2015, Li et al., 2008]
la poche ATP de l’EGFR au niveau de la cystéine 797. De plus ils bloquent l’activité de l’EGFR
mais aussi ErbB2 et ErbB4 contrairement aux EGFR-TKI de 1ère génération. Enfin l’afatinib a
montré une activité sur l’EGFR T790M mais avec un taux de réponse faible [Wang et al., 2016].
L’erlotinib, le gefitinib et l’afatinib sont aujourd’hui utilisés en routine en première ligne de trai-
tement dans le cadre de la prise en charge de patients atteints d’adénocarcinome pulmonaire
présentant une mutation activatrice de l’EGFR.
Afin d’augmenter la sensibilité contre la mutation T790M, une nouvelle génération de TKI
a été développée [Politi and al., 2015]. Cette 3ème génération de TKI permet une meilleure sé-
lectivité pour la mutation T790M et présente très peu d’effet sur l’EGFR sauvage. On retrouve
les molécules telles que l’osimertinib (AZD9291) et le rociletinib (CO1686). L’osimertinib a
obtenu son autorisation de mise sur le marché en 2017 aux Etats-unis et en Europe. Cet
EGFR-TKI cible aussi la poche à ATP de l’EGFR à laquelle il se fixe de manière irréversible
sur la cystéine 797. L’osimertinib cible à la fois les mutants L858R, Del19, L858R/T790M et
Del19/T790M. La présence de la mutation T790M diminue la marge des doses de traitement
que conférait la mutation de sensibilité par rapport à l’EGFR sauvage. En effet comme décrit
précédemment la sensibilité des EGFR mutés permet de traiter la tumeur avec des doses in-
férieures à l’IC50 des cellules comportant l’EGFR sauvage (cellules saines) mais supérieures à
l’IC50 des cellules comportant l’EGFR muté (cellules cancéreuses), conférant ainsi un avantage
sélectif sur l’EGFR muté sans atteindre les cellules saines. La présence de la mutation T790M
augmente l’affinité du récepteur muté pour l’ATP diminuant ainsi l’effet de ses compétiteurs,
comme les TKI. L’osimertinib permet de contrecarrer cette perte de sensibilité voire présente
une sensibilité accrue par rapport aux EGFR-TKI de 1ère et 2ème génération. La sensiblité
aux différentes générations selon le profil moléculaire de l’EGFR est illustrée dans la figure
2.1. Les effets secondaires de cette molécule étant moindres que ceux observés avec les autres
EGFR-TKI, et son efficacité ayant été montrée sur les tumeurs portant uniquement une mu-
tation activatrice, son utilisation en première ligne de traitement est actuellement à l’étude
[Soria et al., 2018]. Cependant l’utilisation de cette molécule en première ligne de traitement
est conditionnée à sa supériorité au traitement combiné EGFR-TKI 1ère ou 2ème génération +
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Figure 2.2: Proposition de générations de TKI disponibles en fonction de l’apparition des
mutations sur l’EGFR
Adapté [Niederst et al., 2015a]. Suite à un traitement avec osimertinib plusieurs cas
de figure peuvent se présenter : T790M+/C797S+, T790M+/C797S-, T790M-/C797S+,
T790M-/C797S-[Thress et al., 2015, Politi and al., 2015, Niederst et al., 2015a]. Toujours est-il
que la mutation activatrice elle reste présente. La mutation C797S devrait conférer une résis-
tance à tous les EGFR-TKI irréversibles (2ème/3ème génération) et semble être spécifique à un
traitement avec l’osimertinib. Elle n’est pas retrouvée après traitement avec d’autres EGFR-
TKI de 3ème génération [Niederst et al., 2015a]. Même si cette mutation entraine une résistance
au traitement osimertinib, la combinaison C797S/DEL19/T790M- ou C797S/L858R/T790M-
reste sensible aux EGFR-TKI de première génération [Ercan et al., 2015]. Seuls les profils
Del19/T790M/C797S ou L858R/T790M/C797S sont résistants à tous les EGFR-TKI déve-
loppés jusqu’à présent. De plus la combinaison T790M/C797S n’est résistante que si elles
se trouvent en cis, si elles se trouvent en trans elles restent sensibles aux EGFR-TKI de 1ère
et 3ème génération [Politi and al., 2015]. Parmis les profils T790M-/C797S- après traitement
osimertinib, certaines tumeurs se sont transformées en cancer à petites cellules.
3ème génération. L’émergence de cette 3ème génération est venue remplacer la combinaison de
traitement afatinib+cetuximab auparavant utilisée lors de la détection de la mutation T790M.
Cependant l’utilisation de ces TKI de 3ème génération fait aussi face à l’apparition de mu-
tations de résistance, plus particulièrement la mutation C797S sur la cystéine 797 est un
mécanisme de résistance fréquemment observé dans 1/3 des cas [Thress et al., 2015] suite à
un traitement avec l’osimertinib [Niederst et al., 2015a]. La présence de cette mutation pré-
vient l’attachement de la molécule au site ATP de l’EGFR. Cette mutation est signe de ré-
sistance uniquement lorsque’elle se situe en cis de la mutation T790M. Enfin parmi les profils
T790M-/C797S- des tumeurs ont montré une transformation en CBPC. Ce mécanisme de résis-
tance ayant déjà été observé suite à un traitement par EGFR-TKI de 1ère génération, il serait
intéressant de vérifier si l’utilisation de plusieurs générations de TKI favorise l’apparition de ce
type de mécanisme de résistance [Politi and al., 2015].
Récemment une étude [Jia and al, 2016] a mis avant l’utilisation de nouveaux types d’EGFR-
TKI. Peut-on parler de la 4ème génération de TKI? La particularité de cette molécule EAI045
est qu’elle cible une partie régulatrice du domaine tyrosine kinase en conformation inactive,
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l’hélice-C régulatrice et non le site de fixation à l’ATP. Cette molécule conserve sa spécificité
pour l’EGFR muté (L858R, L858R/T790M, L858R/T790M/C797S) mais ne cible pas les mu-
tants Del19 ni l’EGFR sauvage. Cet agent ne permet pas à lui seul de diminuer l’activité de
l’EGFR lorsque ce dernier est dans un état activé, ce qui est le cas lors de sa dimérisation. Ce-
pendant un effet synergique a été observé lors de la combinaison de traitements de cet inhibiteur
et d’un anticorps monoclonal empêchant la dimérisation de l’EGFR, le cetuximab.
On observe donc une évolution dans le développement des EGFR-TKI, avec une 1ère gé-
nération agissant comme des compétiteurs de l’ATP, une 2ème et 3ème génération ciblant la
“gate-keeper”, n’agissant plus comme compétiteur de l’ATP mais modulant l’affinité de l’ATP
pour le récepteur et enfin les nouvelles générations qui elles essaient de cibler l’activité de
l’EGFR en modifiant sa conformation en ciblant les parties régulatrices du domaine tyrosine
kinase de l’EGFR. Comme le montre la figure 2.2 la multiplication des générations de TKI et
des profils mutés conférant une résistance complexifie rapidement l’arbre décisionnel de prise
en charge des patients.
2.1.2.2 Détecter l’apparition des mutations de résistance
La mise en évidence de l’apparition successive de mutations de résistance au cours des traite-
ments rend nécessaire le suivi de l’évolution du profil génétique tumoral afin de pouvoir adapter
le traitement. Si la biopsie est une technique permettant ce suivi, elle reste invasive et peut en-
trainer des effets secondaires tels que des saignements, des infections et d’autres complications
dans 20% des cas. De ce fait les informations obtenues par cette technique limite les possibilités
de caractériser correctement l’hétérogénéité spatiale et temporelle de la tumeur. Ainsi d’autres
méthodes sont à l’étude pour pallier à ces difficultés et notamment l’analyse d’ADN tumoral
circulant à l’aide de biopsies liquides.
L’utilisation de biopsies liquides réalisées à l’aide d’une prise de sang est aujourd’hui une des
options fortement étudiées pour le suivi de l’apparition de mécanismes de résistance au cours
de traitement par EGFR-TKI et plus particulièrement l’apparition de mutations de résistance
telle que T790M. Le matériel génétique relargué par les tumeurs se trouve soit sous forme
d’ADN libre circulant (cfDNA, Circulating cell-Free DNA, ou ctDNA pour circulating tumour
DNA), qui est relargué par mécanisme d’apoptose ou de nécrose, ou bien au sein d’exosomes ou
autres vésicules extra-cellulaires relarguées par les cellules tumorales vivantes et contenant à la
fois de l’ARN et de l’ADN [Castellanos-Rizaldos et al., 2018]. Les mutations telles que T790M
pouvant se retrouver dans les deux cas. La première option est aujourd’hui celle pour laquelle
il y a le plus de données.
Une étude [Oxnard et al., 2016] menée chez des patients atteints d’adénocarcinome pulmo-
naire, porteurs d’une mutation activatrice de l’EGFR et ayant développé une résistance au
traitement par EGFR-TKI de 1ère/2ème génération, a montré qu’il était possible d’identifier
les patients porteurs de la mutation T790M pouvant bénéficier d’un traitement osimertinib
grâce au séquençage de ctDNA. Le taux de détection plasmatique de la mutation T790M
était de 70%, ce pourcentage augmente jusque 95% avec d’autres techniques de séquençage
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[Chabon et al., 2016]. Cependant cette étude a aussi mis en avant un taux de faux-négatif de
30%. Ainsi il est nécessaire de réaliser une biopsie pour confirmer la présence ou l’absence de la
mutation lorsque le résultat de la biopsie liquide est négatif. Une autre étude [Abbosh et al., 2017]
s’est intéressée à l’analyse de l’ADN tumoral circulant (ctDNA). Ils ont mis en évidence une
corrélation entre la présence de ctDNA et l’index mitotique de la tumeur primaire, l’invasion
lymphatique et le degré de nécrose de la tumeur. Ils ont aussi montré une corrélation entre
la présence de ctDNA et le sous-type histologique de cancer du poumon, avec une présence
préférentielle dans le sous-type des épidermoïdes.
Enfin si l’hétérogénéité tumorale a été décrite dans les cancers du poumon, des analyses
généralisées à des cohortes conséquentes sont restreintes du fait de la difficulté de réaliser des
biopsies. Cette contrainte est d’autant plus marquée lorsqu’il s’agit de cohorte pour étudier les
mécanismes de résistance. Une étude [Chabon et al., 2016] menée par Chabon & al a étudié les
potentialités des biopsies liquides pour évaluer l’hétérogénéité de l’apparition des mécanismes
de résistance. Ils se sont intéressés à des patients présentant une mutation activatrice de
l’EGFR ayant rechuté suite à un traitement par EGFR-TKI et présentant la mutation de
résistance T790M. Cette étude met en avant la présence de plusieurs mécanismes de résistance
en plus de la mutation T790M chez 46% des patients ce qui est plus important que les cas de
co-occurence rapportés dans les études précédentes n’ayant pas recours à l’analyse de ctDNA
[Sequist et al., 2011, Yu et al., 2013]. Ils montrent ainsi la capacité de cette technique à détecter
l’hétérogénéité intratumorale.
Cependant l’analyse de ctDNA seule peut être limitée par la quantité de matériel disponible.
Une étude récente [Castellanos-Rizaldos et al., 2018] propose d’étudier le matériel issu des exo-
somes (ADN/ARN) en plus du ctDNA afin de contourner cette limitation et d’augmenter la
quantité de matériel disponible à l’analyse. Ils ont appelé cela l’étude de l’exoNA. En plus
d’améliorer la sensibilité et la spécificité, cette technique permet d’améliorer la détection pour
les stades M0/M1 et M1b pour lesquels la détection était auparavant très limitée (20% des cas
uniquement).
La détection de mutations de résistance par biospsie liquide n’est pour le moment pas re-
commandée pour le diagnostic primaire des CBNPC. Elle peut cependant être utilisée pour
identifier les mutations de l’EGFR, dans les cas où la quantité de tissus disponible est trop
insuffisante pour réaliser un test moléculaire pour la détection de la mutation T790M. Elle
a obtenu une autorisation d’utilisation par la FDA (cobas EGFR Mutation Test v2, Roche)
comme support de diagnostic à l’utilisation de l’osimertinib. Il n’y a pas de recommandation
claire quant à l’utilisation de cette technique lors de l’apparition de résistance suite à un traite-
ment aux EGFR-TKI, bien que l’opinion des experts semble pencher pour son utilisation afin
d’identifier la présence de la mutation T790M.
Cette technique est donc beaucoup moins invasive qu’une biopsie. Elle permet un suivi
longitudinal (répété au cours du temps), et semble pouvoir rendre compte de l’hétérogénéité
tumorale. Les limitations semblent venir de la quantité de matériel présent. Et il reste à
déterminer dans quelle mesure les biopsies liquides peuvent permettre d’anticiper l’apparition
de mécanismes de résistance.
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2.1.3 Contournement des voies de signalisation par activation d’autres
récepteurs à tyrosine kinase
2.1.3.1 Amplification/mutation de ErbB2
Il a été montré [Takezawa et al., 2012] qu’une surexpression de la protéine ErbB2 pouvait confé-
rer un profil de résistance aux EGFR-TKI de 1ère génération à des cellules initialement sen-
sibles. D’autre part, il a été mis en évidence que la combinaison Cetuximab (anticorps mono-
clonal ciblant l’EGFR) et afatinib (EGFR-TKI de 2ème génération ciblant à la fois EGFR et
HER2) pouvait resensibiliser les clones porteurs de la mutation T790M au traitement EGFR-
TKI [Regales et al., 2009]. Et dans ce contexte la neutralisation de ErbB2 pouvait augmenter
cette sensibilité [Takezawa et al., 2012]. Grâce à la méthode d’analyse FISH cette même étude
[Takezawa et al., 2012] a mis en avant qu’environ 12% des patients présentant une résistance
aux traitements gefitinib ou erlotinib avaient une amplification de ErbB2 qui se traduisait au
niveau protéique par un fort marquage par ImmunoHistoChimie (IHC). Alors que dans une co-
horte d’adénocarcinome avant traitement par EGFR-TKI cette amplification n’était retrouvée
que dans 1% des cas. Dans cette étude l’amplification de HER2 et la mutation T790M étaient
mutuellement exclusives.
2.1.3.2 L’activation de Met
L’activation du récepteur MET a été le premier mécanisme de contournement de voie de si-
gnalisation à être décrit. Son rôle a tout d’abord été montré dans les mécanismes de résistance
acquise. Il a été montré que la surexpression du récepteur due à une amplification du gène,
pouvait jouer un rôle dans la résistance. Et notamment la dimérisation de MET avec ErbB3
entrainerait une réactivation de la voie de signalisation PI3K/Akt favorisant la survie cellulaire
[Engelman et al., 2007]. Il a ensuite été montré que l’activation de MET par son ligand HGF
pouvait maintenir l’activation des voies PI3K/AKT, mTORC1, et ERK en réponse aux EGFR-
TKI de 1èregénération et inhiber ainsi l’apoptose induite par le traitement [Turke et al., 2010].
Dans ce deuxième cas la réactivation de la voie PI3K /AKT se fait par l’intermédiaire de la pro-
téine adaptatrice GAB1 et non plus par ErbB3. Enfin dans cette deuxième étude, si l’analyse
d’une cohorte de patient a bien identifié l’amplification de MET dans 15% des cas, ils ont aussi
détecté cette anomalie avant traitement par EGFR-TKI dans une petite sous-population infé-
rieure à 1%, laissant penser que l’amplification de MET pourrait jouer un rôle dans la résistance
primaire. Enfin l’amplification de MET peut être retrouvée en coexistence avec l’apparition de
la mutation T790M [Turke et al., 2010, Bean et al., 2007]. En ce qui concerne la fréquence de
l’amplification de MET dans les profils de résistance acquise aux EGFR-TKI de 3ème génération,
les résultats semblent fluctuer selon le type de TKI. Si l’amplification de MET n’a pas été obser-
vée fréquemment comme mécanisme de résistance à l’osimertinib, elle semble cependant être le
mécanisme de résistance le plus fréquent après un traitement rociletinib [Chabon et al., 2016].
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2.1.3.3 Surexpression de AXL et de son ligand
AXL est un récepteur tyrosine kinase pouvant activer les voies de signalisation MAPK, AKT et
NF-κB. Il peut aussi intervenir dans la régulation de l’apoptose dans certaines lignées cellulaires
tumorales. Le rôle de AXL dans la résistance acquise aux EGFR-TKI de 1ère génération a été
mis en évidence dans une étude [Zhang et al., 2012] dans laquelle des xénogreffes, dérivées de la
lignée cellulaire HCC827 porteuse de la mutation activatrice Del19, ont été rendues résistantes
à un EGFR-TKI de 1ère génération (erlotinib) suite à un traitement prolongé. Cette étude a
identifié une liste de 21 gènes, avec AXL en tête de liste, dont l’expression était plus importante
dans les cas de résistance acquise. Dans 88% des cas il a été observé une surexpression de
la protéine AXL ainsi que GAS6, son ligand. Cette surexpression ne semble pas due à une
amplification des gènes codant pour ces protéines ni à la présence d’une mutation. Par méthode
de shRNA ils ont montré que la neutralisation de AXL resensibilisait à l’apotose induite par
l’erlotinib. De plus ils ont montré grâce à des modèles in vitro que la résistance médiée par la
surexpression de AXL impliquait les voies de signalisation MAPK, AKT et NF-κB. Enfin dans
une cohorte de patients présentant une mutation activatrive de l’EGFR et chez qui on observe
une progression tumorale suite à un traitement par EGFR-TKI de 1ère génération (gefitinib),
20% présentaient une surexpression de AXL et 25% une surexpression de GAS. Il est intéressant
de noter que dans cette cohorte la surexpression de AXL et de son récepteur pourraient coexister
avec la mutation T790M.
2.1.4 Contournement des voies de signalisation de l’EGFR par acti-
vation de kinase intracellulaire
Les voies de signalisation PI3K/Akt, Ras/MAPK sont deux des principales voies contrôlées
par l’activation de l’EGFR. Elles sont aussi décrites pour être affectées par de nombreuses
mutations dans les cancers du poumon (voir figure 1.8). Comme décrit dans les paragraphes
précédents, ces voies peuvent être réactivées par d’autres récepteurs tyrosine kinase permettant
ainsi de contourner leur inhibition par la voie de l’EGFR.
2.1.4.1 Réactivation de la voie MAPK
Cette voie de signalisation peut être affectée par la présence de mutation sur la protéine BRAF
[Ohashi et al., 2012]. Deux types de mutations ont été observées: BRAF-G469A ou BRAF-
V600E et sont retrouvées chez environ 1% des patients présentant une résistance aux EGFR-
TKI. La présence de telles mutations prévient l’inhibition de l’activité de Erk normalement
observée en réponse aux TKI conférant une résistance à l’apoptose induite par la molécule. La
sensibilité in vitro de lignées cellulaires pulmonaires résistantes aux TKI présentant la mutation
activatrice de l’EGFR et de BRAF est restaurée par la combinaison de traitement EGFR-TKI
+ inhibiteur de MEK.
De plus suite à l’observation que Erk1/2 pouvait être réactivé après une inhibition par
EGFR-TKI, une étude [Tricker et al., 2015] s’est intéressée à l’impact d’un traitement com-
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biné EGFR-TKI + inhibiteur MEK sur l’apparition des mécanismes de résistance. Ils ont
notamment montré in vitro que la combinaison d’un EGFR-TKI de 3ème génération + inhi-
biteur de MEK (trametinib) retardait l’apparition de mécanismes de résistance, ceci sur des
cellules n’ayant pas été traitées avec un EGFR-TKI et sur des cellules ayant une résistance aux
EGFR-TKI et présentant la mutation de résistance T790M.
Cependant cette combinaison de traitement n’a pas d’effet sur les cellules présentant une
activation d’Akt.
2.1.4.2 Mutations de KRAS
La mutation KRAS, présente dans environ 15 à 25% des adénocarcinomes pulmonaires, et les
mutations activatrices de l’EGFR ont jusqu’à présent été décrites comme mutuellement exclu-
sives [Mina et al., 2017]. La plupart des mutations de KRAS ont lieu sur le codon 12 et 13
dans l’exon 1 [Del Re et al., 2017]. La présence de cette mutation représente un marqueur de
résistance primaire aux EGFR-TKI [Massarelli et al., 2007]. Les patients présentant ce type
de mutation ne bénéficient pour le moment pas de traitement par thérapie ciblée. Leur prise
en charge est aujourd’hui un vrai challenge notamment du fait de la difficulté de développer
des inhibiteurs de l’activité de cette protéine. En effet malgré de nombreux efforts menés pour
développer de nouvelles thérapies ces dernières restent inefficaces. Une étude s’intéressant au
phénomène de léthalité synthétique a identifié une nouvelle protéine pouvant être potentielle-
ment ciblée afin d’atteindre spécifiquement les cellules pulmonaires cancéreuses présentant la
mutation KRAS [Kim et al., 2016]. Cette étude a identifé 10 gènes potentiellement impliqués
dans la survie cellulaire des cellules mutant KRAS. L’attention des chercheurs s’est portée sur
la protéine XPO-1 car ayant déjà été étudiée comme cible de thérapie. En plus d’offrir de nou-
velles opportunités thérapeutiques pour des sous-types de tumeurs pour lesquelles les options
de traitement sont réduites, cette étude ouvre la voie au développement de thérapies ne ciblant
pas uniquement l’activité oncogénique. On parle alors de létalité synthétique. La notion de
létalité synthétique met en avant l’importance de l’équilibre de l’expression du protéome de la
cellule dans son ensemble et les impacts que cela peut avoir sur l’induction de la mort cellulaire
et ceci même dans un modèle présentant un driver oncogene dont la survie de la cellule tumorale
semble dépendre drastiquement.
Cependant plus récemment des études ont soulevé l’hypothèse que l’apparition de la mu-
tation KRAS pourrait être un mécanisme de résistance acquise aux EGFR-TKI de 1ère/2ème
génération [Del Re et al., 2017]. Dans une première étude [Del Re et al., 2015] menée par Del
Re & al, l’analyse d’ADN tumoral circulant a permis de détecter la présence de la mutation
KRAS sur le codon 12 dans 9,1% des cas et cette mutation était retrouvée chez le même pa-
tient avec la mutation T790M chez 13% des patients. La présence de la mutation KRAS dans
l’ADN circulant a aussi été détectée chez des patients ayant été traités avec des EGFR-TKI de
3ème génération, le rocelitinib (molécule n’ayant pas de FDA) [Chabon et al., 2016]. Cependant
l’étude menée par Del Re & al n’a pas mis en évidence un lien entre la présence de la mutation
KRAS et la survie générale des patients en réponse aux EGFR-TKI, mais elle apporte l’évidence
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de la coexistence de mutations activatrices de l’EGFR et KRAS chez un même patient.
Si le rôle de KRAS dans la résistance aux EGFR-TKI dans des tumeurs EGFRsauvage a
été décrit, cela n’est pas le cas des tumeurs portant une mutation activatrice de l’EGFR. Une
étude in vitro [Eberlein et al., 2015] a montré que la neutralisation de l’expression de KRAS
combinée à un traitement osimertinib pouvait resensibiliser des cellules cancéreuses pulmonaires
présentant une mutation activatrice de l’EGFR et rendue résistante à l’osimertinib. Cependant
cette étude a été menée dans le cas d’une amplification de KRAS et non de sa mutation et de
la présence de la mutation T790M. Si les études décrites précédemment donnent des indices
permettant de penser que KRASmuté pourrait jouer un rôle dans la résistance acquise aux
EGFR-TKI son mode d’action reste encore à être déterminé.
2.1.4.3 Réactivation de la voie PI3K/Akt
Certaines mutations touchant cette voie de signalisation ont été observées chez des patients
présentant une résistance acquise aux EGFR-TKI. On retrouve notamment chez 5% des patients
la présence d’une mutation sur le gène PI3KCA [Sequist et al., 2011]. Plusieurs études ont déjà
montré l’implication de l’activation de cette voie dans les mécanismes de résistance aux EGFR-
TKI [Rotow and Bivona, 2017]. Récemment une étude [Jacobsen et al., 2017] a montré que
l’activation de Akt était commune à plusieurs mécanismes de résistance tels que l’amplification
de MET, AXL, un profil EMT ou bien la présence de la mutation T790M. La combinaison
de traitement sur des xenogreffes résistantes permet de diminuer sensiblement la croissance
tumorale. Ils ont aussi observé que la phosphorylation d’Akt était plus importante chez les
patients après traitement par EGFR-TKI et qu’une forte phosphorylation avant traitement
était signe de mauvaise réponse au traitement.
2.1.5 Voies de survie et anti-apoptotique
L’altération de certaines voies apoptotiques impliquées dans la sensibilité aux EGFR-TKI
peuvent jouer un rôle dans une résistance à ces traitements. On retrouve parmis ces ano-
malies, un polymorphisme de BIM, une modification de la voie NF-κB et la surexpression de
YAP1.
2.1.5.1 Le polymorphisme de BIM
BIM fait partie de la famille des protéines B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2). C’est une protéine à
activité pro-apoptotique dont l’activation est nécessaire pour induire l’apoptose sous traitement
aux EGFR-TKI. Elle interagit via son domaine BH3 avec d’autres membres de la famille BCL2,
telles que BCL2, BCL1/BCLX-L (X) et MCL1, impliqués dans la survie cellulaire.
Une étude [Ng et al., 2012] a montré que la présence d’un polymorphisme du gène codant
pour la protéine BIM, dans lequel l’intron 2 est déleté, est responsable d’une réponse atté-
nuée aux EGFR-TKI chez les patients atteints de CBNPC portant une mutation activatrice de
l’EGFR. Ce polymorphisme entraîne un changement d’épissage favorisant l’inclusion de l’exon
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Figure 2.3: Polymorphisme de BIM à l’origine de la perte de son activité pro-apoptotique
Adapté de [Ng et al., 2012]
3 sur l’exon 4, privant la protéine de son domaine BH3 qui ne peut ainsi plus interagir avec
d’autres protéines de la famille BCL2 et inhiber leur activité anti-apoptotique (figure 2.3).
Cette même étude a observé la présence de ce polymorphisme chez 18% des patients de leur
cohorte porteurs d’une mutation activatrice de l’EGFR. Ils ont aussi étudié l’effet de la présence
de ce polymorphisme sur la réponse aux EGFR-TKI et ont noté qu’elle diminuait la survie sans
progression tumorale à 6,6 mois comparativement aux patients non porteurs du polymorphisme
pour qui cette survie était de 11,9 mois. La présence de ce polymorphisme chez les patients
porteurs de la mutation activatrice de l’EGFR peut être un élément de réponse afin d’expliquer
pourquoi 20% des patients porteurs d’une mutation activatrice ne répondent pas de manière
attendue à un traitement par EGFR-TKI. Enfin les auteurs parlent d’un polymorphisme com-
mun car il a été observé chez 12% d’individus sains dans une cohorte de personnes d’origines
asiatiques (ce polymorphisme n’a pas été observé chez des individus européens ou africains).
2.1.5.2 Le facteur de transcription NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells)
NF-κB est un facteur de transcription intervenant dans la réponse au stress cellulaire et la
régulation de la réponse immunitaire. Il est aussi impliqué dans la réponse à l’apoptose, son
activation entrainant la transcription de facteurs anti-apoptotiques. Son implication dans la
résistance aux EGFR-TKI dans les CBNPC présentant une mutation activatrice de l’EGFR a
été montrée dans des modèles in-vitro dans le cadre de résistance primaire [Bivona et al., 2011].
Leurs résultats in vitro ont montré qu’une neutralisation de FAS ainsi que plusieurs acteurs de la
voie NF-κB favorisaient la mort cellulaire induite par un traitement par EGFR-TKI (erlotinib).
Dans les modèles in vitro/in vivo une faible expression de IkB (un inhibiteur de NF-κB) est
associée à une résistance à l’erlotinib. Enfin cette étude s’est intéressée à la corrélation entre
l’expression de IkB et la réponse des patients au traitement par EGFR-TKI. Sur une cohorte
de 52 patients, ils ont pu observer qu’une faible expression de IkB prédit une progression
sans croissance tumorale moins bonne ainsi qu’une survie générale diminuée. Ce mécanisme
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de résistance aux EGFR-TKI impliquant la voie NF-κB pourrait donc contribuer lui aussi à
expliquer l’hétérogénéité de réponse aux EGFR-TKI parmi les patients atteints de CBNPC
présentant une mutation activatrice de l’EGFR. Et de manière encore plus intéressante une
étude [Blakely et al., 2015] a montré que cette voie était activée de manière précoce en réponse
aux EGFR-TKI et que ce mécanisme était présent dans des cellules persistantes (notion qui
sera abordée plus en détail dans la suite du manuscrit) durant la phase initiale de réponse aux
TKI ce qui suggère que cette voie de signalisation pourrait être en lien avec la limitation d’une
réponse totale aux EGFR-TKI.
2.1.5.3 Le régulateur de transcription YAP1 (yes-associated protein)
La protéine YAP est un co-activateur/répresseur de transcription agissant en aval de la voie de
signalisation Hippo. Cette voie joue un rôle dans le contrôle de la taille des organes en limitant
la prolifération et induisant l’apoptose. Une étude [Hsu et al., 2016] a montré dans un modèle
in vitro de lignée cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire porteuse d’une mutation activatrice
de l’EGFR sensible aux EGFR-TKI de 1èregénération, qu’une surexpression de YAP pouvait
promouvoir une résistance à l’apoptose induite par l’erlotinib. Plus récemment une autre
étude [Hong et al., 2018] s’est intéressée à une cohorte de 63 patients présentant une mutation
activatrice de l’EGFR et ayant été traitée par EGFR-TKI. Ils ont observé que YAP1 était
surexprimé chez environ 40% des patients avant traitement. Ils ont montré qu’une surexpression
nucléaire de YAP1 avant traitement était corrélée à une survie sans progression tumorale et
une survie générale plus faible. Elles étaient respectivement de 9,8 mois et 21,1 mois pour les
patients avec un haut niveau d’expression nucléaire de YAP1 et de 14,2 mois et 36,3 mois pour
les patients ayant une faible expression nucléaire de YAP1 avant traitement. L’expression de
YAP1 tout comme BIM et IkB pourrait être un marqueur expliquant l’hétérogénéité de réponse
aux EGFR-TKI.
2.1.6 Les processus de transdifférenciation cellulaire
2.1.6.1 La transition épithélio-mésenchymateuse
La transition épithélio-mésenchymateuse est un mécanisme réversible de plasticité cellulaire
essentiel dans le développement embryonnaire. Elle serait le résultat d’une succession d’états
de transitions entre un phénotype épithélial et un phénotype mésenchymateux. Si l’existence
de ces états intermédiaires a longtemps été hypothétique, une étude récente apporte des ob-
servations qui tendent vers l’existence de ces états de transition [Pastushenko et al., 2018].
Durant cette transition les caractéristiques de la cellule vont évoluer pour lui conférer des
capacités migratoires et invasives plus importantes. De nombreux facteurs ont été décrits
comme participant à cette transition, notamment certains facteurs de transcription appelés
les EMT-TFs (Transcription Factors) comme Zeb, Snail et Twist, des micro-ARN et certains
régulateurs post-traductionnels. Au cours de la transition la cellule va perdre son phéno-
type épithélial, un des marqueurs est la perte d’expression de la E-Cadhérine au profit d’un
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profil mésenchymateux avec l’acquisition de marqueurs comme la N-Cadhérine et la Vimen-
tine. L’existence d’états intermédiaires entre les deux phénotypes permet à une cellule d’entrer
en transition partielle ce qui peut se traduire par une perte des marqueurs épithéliaux sans
expression des marqueurs mésenchymateux [Nieto et al., 2016]. Il a été décrit l’existence de
cas cliniques de résistance acquise aux EGFR-TKI présentant les marqueurs de la transition
épithélio-mésenchymateuse [Chung et al., 2011, Sequist et al., 2011, Zhang et al., 2012]. Une
autre étude [Jakobsen et al., 2016] a identifié qu’environ 26% des patients porteurs d’une mu-
tation activatrice présentaient clairement un profil mésenchymateux. Cependant cela n’a pas
été corrélé avec une réponse aux EGFR-TKI. Le lien entre EMT et sensibilité aux EGFR-
TKI a été relaté dans une étude [Witta et al., 2006] dans laquelle le niveau d’expression de la
E-Cadherine pouvait influencer la sensibilité et la réponse à l’apoptose induite par le gefitinib.
Si l’EMT a été observée [Sequist et al., 2011] dans les biopsies issues de patients ayant
développé une résistance aux EGFR-TKI, sa détection n’est pas systématique, ce qui peut
entrainer une sous-évaluation de son étendue dans la résistance aux EGFR-TKI. Elle pourrait
jouer un rôle dans la réponse primaire ainsi que dans le développement de résistance acquise
aux EGFR-TKI. L’efficacité de la modulation de cette transition en clinique est en cours de
développement [Yu et al., 2013]. Le caractère réversible du phénomène pourrait être un réel
avantage pour contrer l’apparition d’un mécanisme de résistance acquise.
2.1.6.2 La transformation en cancer bronchique à petites cellules
La transformation en CBPC est une forme de résistance assez rare (les données peuvent varier
d’une étude à l’autre) avec une trentaine de cas rapportés dans la littérature [Suda et al., 2015],
dont le diagnostic est établi à l’aide d’une biopsie. La transformation histologique d’un adé-
nocarcinome pulmonaire en CBPC suite à un traitement par EGFR-TKI soulève à nouveau
l’idée d’une origine cellulaire commune entre les deux sous-types histologiques 1.5. Des analyses
génomiques de séquençage à large échelle ont mis en avant un taux important de mutation des
gènes TP53 et RB1 dans le sous-type des CBPC. En revanche les mutations activatrices telles
qu’identifiées dans les CBNPC ne sont pas retrouvées dans le sous-type CBPC. Il semblerait
tout de même que c-MYC puisse jouer un rôle de driver oncogène dans ce sous-type histolo-
gique [Oser et al., 2015]. Les CBPC sont caractérisés par une inactivation ou une perte de RB1
[Peifer et al., 2012], que l’on retrouve lors de la transformation d’un adénocarcinome en CBPC.
Cette perte d’expression semble être un évènement majeur conduisant à la transformation en
CPBC. Cependant si cette perte joue un rôle dans la tumorigénèse elle n’est pas suffisante pour
entrainer le processus de carcinogénèse à elle seule. Il est intéressant de noter que lors de la
transformation en CBPC la tumeur résistante conserve le même statut muté (L858R/Del19)
de l’EGFR que la tumeur primaire et que cette transformation semble se produire plus fré-
quemment lorsque la tumeur présente une mutation activatrice plutôt que l’EGFR sauvage
[Oser et al., 2015]. Si les mécanismes sous-jacents de cette transformation sont aujourd’hui in-
connus, il a été observé qu’elle s’accompagnerait d’une diminution de l’expression de la protéine
EGFR ainsi que d’une diminution de l’amplification du gène [Niederst et al., 2015b].
56
Enfin cette transformation est observée suite à un traitement par EGFR-TKI de 1ère ou
2ème génération, mais une étude a rapporté récemment le cas de transformation en CBPC lors
de résistance acquise suite à un traitement par EGFR-TKI de troisième génération ciblant la
mutation T790M.
2.2 Hétérogénéité tumorale ou résistance adaptative
Dans ce chapitre nous avons décrit les mécanismes de résistance aux EGFR-TKI actuellement
référencés. Cependant une question sous-jacente persiste : ces mécanismes émergent-ils de la
sous-sélection clonale ou bien de l’acquisition par les cellules de nouvelles propriétés leur confé-
rant un phénotype de résistance [Oxnard et al., 2016]? La question de l’hétérogénéité tumorale
est donc primordiale afin de mieux comprendre l’apparition des mécanismes de résistance car
c’est cette hétérogénéité qui nourrit et entretient leur diversité. La “mesure” de l’hétérogénéité
tumorale est d’autant plus importante qu’elle contribue à l’emergence de mécanismes de ré-
sistance. On distingue tout d’abord l’hétérogénéité inter et intra-tumorale. L’hétérogénéité
inter-tumorale qui fait référence à la diversité tumorale entre patients présentant des tumeurs
de même type histologique est communément acceptée. L’intérêt se porte aujourd’hui sur
l’hétérogénéité intra-tumorale qui elle fait référence à la diversité des cellules chez un même pa-
tient. On distingue tout d’abord l’hétérogénéité spatiale qui reflète une distribution différente de
sous-populations cellulaires au sein d’un même site tumoral ou bien en différents sites (comme
les métastases) et l’hétérogénéité temporelle qui reflète l’évolution des populations cellulaires de
la tumeur chez un même patient au cours du temps figure 2.4 [Dagogo Jack and Shaw, 2017a].
Hétérogénéité
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Figure 2.4: Hétérogénéité spatiale et temporelle
Adapté de [Dagogo Jack and Shaw, 2017a]
L’identification de l’hétérogénéité intra-tumorale est aujourd’hui possible grâce à l’échantillonnage
des biopsies sur plusieurs sites de la même tumeur. Cependant cela représente un risque pour
le patient. Ce n’est donc pas une technique communément utilisée. Les prélèvements destinés
à la recherche se faisaient jusqu’à présent sur des tumeurs de stade avancé. Récemment une
étude menée par l’University College London vise à analyser les échantillons collectés post-
mortem. En effet l’étude PEACE (Posthumous Evaluation of Advanced Cancer Environment)
qui a démarré en mars 2014 et devrait prendre fin en Novembre 2021, compte déjà 500 re-
crutements. Cette étude a pour but de faciliter les dons de tissus de plusieurs sites tumoraux
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post-mortem et de rendre ces échantillons accessibles à la recherche. Ceci pourrait ainsi aug-
menter les possibilités d’analyse disponibles pour la recherche. Les études réalisées à partir de
tels prélèvements restent peu nombreuses, mais peuvent représenter une alternative pour l’étude
de l’hétérogénéité tumorale. Cette technique s’ajoute aux biopsies liquides comme alternative
à l’étude de l’hétérogénéité tumorale.
2.2.1 Hétérogénéité tumorale
2.2.1.1 Hétérogénéité intra-tumorale histologique
Les stratégies de traitement reposent actuellement sur l’hypothèse qu’un patient ne présente
qu’un seul sous-type histologique. Cependant des études [Oser et al., 2015] ont mis en évi-
dence que les sous-types de CBNPC et CBPC pouvaient être présents chez un même patient.
Une hypothèse serait l’existence de transformation histologique entre les deux sous-types his-
tologiques. Que cette hypothèse soit vérifiée ou non il est important de prendre en compte
cette hétérogénéité tumorale car ces deux sous-types ne répondent pas de la même façon aux
traitements et ne sont donc pas pris en charge de la même manière.
2.2.1.2 Hétérogénéité tumorale génétique
Une étude récente [Jamal-Hanjani et al., 2017] a mis en évidence l’étendue de l’hétérogénéité
au sein des cancers du poumon. Ils ont montré que si les driver oncogene tels que l’EGFR, MET
et BRAF étaient presque quasiment tout le temps clonaux (c’est à dire dans toutes les cellules),
75% des CBNPC présentent des altérations sous-clonales, c’est à dire présentes dans un sous-
ensemble de cellules cancéreuses. Cette étude propose de retracer l’évolution génétique de la
tumeur au cours de laquelle les mutations activatrices seraient apparues précocément dans le
développement des CBNPC et les mutations dites passagères apparues après le doublement du
génome (évènement touchant 76% des tumeurs et considéré comme clonale et donc se produisant
précocément dans le développement des CBNPC). De plus ils ont montré que pour le sous-type
des adénocarcinomes, les patients présentant une forte proportion d’altérations sous-clonales
du nombre de copies génétiques présentaient plus de chance de rechute ou de décès. L’étude
de l’hétérogénité tumorale est d’autant plus importante qu’elle est un réservoir important à
l’émergence des mécanismes de résistance. Une étude [Bhang et al., 2015] a montré que 90%
des clones résistants étaient issus d’une sous-population pré-existante et que seulement 0,05%
des cellules initialement présentes pouvaient être responsables de la résistance. La détection
fine de l’hétérogénéité de la tumeur est donc nécessaire afin d’anticiper l’évolution génétique
du profil tumoral.
2.2.1.3 Hétérogénéité dans l’apparition des mécanismes de résistance
Une étude [Suda et al., 2015] a rapporté un cas clinique où les métastases après traitement
aux EGFR-TKI présentaient soit un profil d’adénocarcinome avec une mutation T790M soit
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une transformation en CBPC sans mutation T790M. De manière intéressante le profil muté
EGFRdel19 de la tumeur primaire a été retrouvé dans toutes les métastases analysées. Cette
observation apporte l’information que deux mécanismes de résistance peuvent apparaitre simul-
tanément chez un même patient. Cette observation a aussi été relatée dans une étude clinique
[Yu et al., 2013] plus globale d’analyse des mécanismes de résistance aux EGFR-TKI . Cette
étude s’est intéressée à une cohorte de 155 patients présentant une mutation activatrice de
l’EGFR et ayant été traités avec un EGFR-TKI. Suite à une progression tumorale sous traite-
ment ils ont tout d’abord confirmé la présence de la mutation activatrice de l’EGFR. Ils ont
ensuite réévalué le profil histologique de la tumeur, analysé le profil des principales anomalies gé-
nétiques impliquées dans les mécanismes de résistance qui sont EGFR, AKT1, BRAF, ERBB2,
KRAS, MEK1, NRAS and PIK3CA et identifié une éventuelle amplification de MET et HER2
par méthode FISH. Ils ont mis en évidence que 4% des patients présentaient plusieurs méca-
nismes de résistance. Ils ont notamment observé dans l’analyse d’un même échantillon qu’une
transformation en CBPC pouvait s’accompagner de la présence de la mutation T790M ou bien
d’une amplification de MET. De manière intéressante le profil histologique d’adénocarcinome
n’était plus identifiable dans ces échantillons. Enfin la co-occurence de l’amplification de MET
et de la mutation T790M a aussi été observée dans un même échantillon. Un autre patient
présentait une amplification de HER2 ainsi que la mutation T790M dans deux échantillons de
tumeur différents. Cette hétérogénéité tumorale est donc à prendre en compte dans la prise en
charge des patients afin de pouvoir adapter les stratégies de traitement.
2.2.2 Impact du traitement sur l’apparition du mécanisme de résis-
tance
Dans ce paragraphe il n’est pas question de faire un inventaire exhaustif des différences de mé-
canismes de résistances développés suite à chaque thérapie mais simplement de noter quelques
divergences qui semblent ajouter à la complexité de la compréhension de l’apparition des mé-
canismes de résistance.
En effet il est intéressant de noter que le traitement par osimertinib ou rociletinib chez
une population de patients présentant une mutation activatrice de l’EGFR et ayant acquis
une mutation T790M sous traitement par EGFR-TKI ne vont pas présenter le même profil
de résistance. Si le mécanisme de résistance principal à l’osimertinib est l’apparition de la
mutation C797S, cela ne semble pas être le cas après un traitement avec le rociletinib à la suite
duquel seulement 3% des patients présentaient la mutation C797S [Chabon et al., 2016].
Une autre étude [Lee et al., 2016] s’est intéressée à l’impact de la fréqence d’exposition
du traitement sur l’apparition des mécanismes de résistance. A partir d’un modèle cellulaire
d’adénocarcinome pulmonaire porteur d’une mutation activatrice de l’EGFR, ils ont développé
des clones résistants selon deux modes d’exposition aux EGFR-TKI, soit avec une exposition
continue, soit avec une exposition par intermittence de dose croissante d’EGFR-TKI. Ils ont
tout d’abord observé une résistance au traitement au bout de 42 semaines avec un traitement
continu et 18 semaines avec un traitement par intermittence. De plus les clones exposés de
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manière constante présentent une même sensibilité et cela même après une période d’arrêt de
traitement, tandis que les clones obtenus par traitement intermittent ont une sensibilité aug-
mentée suite à un arrêt de traitement. Enfin ils se sont intéressés à l’impact de ces deux modes
d’exposition sur la fréquence d’apparition de la mutation T790M. Sous traitement continu la
mutation T790M est détectée à des concentrations 25 fois moins importantes qu’avec un traite-
ment par intermittence. Enfin cette étude suggère qu’une exposition continue aux EGFR-TKI
pourrait favoriser la sélection de sous clones résistants comparativement à une exposition par
intermittence.
2.2.3 La résistance adaptative
De nombreux patients atteints d’un adénocarcinome pulmonaire présentant une mutation acti-
vatrice de l’EGFR et traités avec un EGFR-TKI, présentent une forte diminution de la masse
tumorale. Cependant une croissance tumorale est observée environ un an après le début du
traitement. Comme décrit dans les paragraphes précédents, cela est dû à l’acquisition de mé-
canismes de résistance par la tumeur. Deux hypothèses sont émises quant à l’apparition de ces
mécanismes de résistance : soit la sélection d’un sous clone pré-éxistant, soit l’acquisition de
nouvelles caractéristiques par des cellules figure 2.5.
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Figure 2.5: Hypothèses apparition mécanismes de résistance
Adapté de [Dagogo Jack and Shaw, 2017a]
Dans la deuxième hypothèse, l’acquisition de nouvelles caractéristiques par cette masse tu-
morale résiduelle persistante est appelée résistance adaptative. Cette hypothèse suggère que
les cellules pourraient entrer dans un état “persistant” de moindre croissance et que cet état
serait l’initiation de l’acquisition de mécanismes de résistance. Deux études [Hata et al., 2016,
Ramirez et al., 2016] soutiennent l’hypothèse de l’acquisition de mécanismes de résistance par
des cellules persistantes. La première étude menée par Hata et al [Hata et al., 2016] a montré
plus particulièrement que la mutation T790M pouvait être acquise par la sélection de sous-clones
porteurs de la mutation mais que cette dernière pouvait aussi émerger à partir de clones initia-
lement négatifs pour cette mutation. Ils ont notamment montré que l’émergence plus rapide de
populations résistantes porteuses de la mutation T790M était permise grâce à la séléction de
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sous clones pré-existants porteurs de la mutation et que les populations résistantes émergentes
plus tardivement étaient issues de l’acquisition de la mutation par les cellules persistantes. Et
de manière plus intéressante ils ont observé que les clones issus de cellules persistantes présen-
taient une sensibilité réduite à l’apoptose induite par l’EGFR-TKI de 3èmegénération WZ4002
malgré une inhibition de l’activité de l’EGFR. Ce qui est consistant avec le fait que ces cellules
persistantes ne sont pas sensibles à une inhibition de l’activité de l’EGFR. La deuxième étude
[Ramirez et al., 2016] menée par Ramirez & al a montré l’étendue des différents mécanismes de
résistance qui peuvent émerger à partir d’une cellule persistante. L’apparition hétérogène des
mécanismes de résistance à partir d’une seule cellule renforce l’importance de la mise en place
de médecine “personnalisée” et l’instauration d’un suivi de l’évolution de la tumeur au cours
du traitement.
Ces observations soulèvent deux problématiques : la première est l’importance de pouvoir
détecter l’apparition de ces mécanismes de résistance suffisamment tôt, ce qui peut être assez
tardif avec des biopsies réalisées au moment de la reprise de la croissance tumorale. La deuxième
problématique est plutôt une question : par quel mécanisme est-ce que les cellules acquièrent-
elles ces modifications? La problématique du suivi de l’évolution tumorale sous traitement a
été abordée plus en détails dans la section 2.1.2.2.
Nous avons décrit dans ce chapitre les anomalies génétiques pouvant conduire à une réacti-
vation des voies de signalisation de survie cellulaire. Cependant la persistance de cellules ayant
un profil génétique à priori sensible soulève la question de savoir s’il existe des mécanismes
non génétiques permettant à la cellule cancéreuse de devenir résistante aux thérapies. Une
revue rédigée par Rosell & all [Rosell et al., 2012] met en avant l’importance des mécanismes
de régulation mis en place en réponse aux thérapies ciblées dans différents types de cancers.
Ils y décrivent notamment l’impact des différentes boucles de rétro-contrôle activées suite à
l’inhibition de PI3K/AKT, BRAF, MER/ERK sur la régulation des RTK et la résistance aux
thérapies. Plus particulièrement une étude [Lee et al., 2014] a montré dans des modèles de li-
gnées cellulaires d’adénocarcinome porteuses d’une mutation activatrice de l’EGFR l’existence
d’une boucle de régulation autocrine impliquée dans la résistance aux TKI. Ils ont montré que
l’inhibition de MEK entrainait l’activation d’une boucle autocrine conduisant à l’activation de
STAT3 via le Récepteur FGF et les kinases JAK. Et de manière intéressante cette activation
de STAT3 est impliquée dans la résistance à l’apoptose aux TKI. La considération de ces rétro-
contrôles est une notion déjà prise en compte dans le traitement des patients comme l’atteste
l’autorisation de la combinaison de traitements dabrafenib (inhibiteur de BRAF) et trabetinib
(inhibiteur de MEK). Cette combinaison de traitements a pour but d’inhiber la réactivation de
la voie RAF-MEK-ERK suite à l’utilisation d’un inhibiteur de BRAF en monothérapie. Ces
rétro-contrôles de signalisation jouent donc un rôle dans la réponse de la cellule cancéreuse aux
thérapies et sont potentiellement impliqués dans la mise en place de mécanismes de résistance.
Rosell & all [Rosell et al., 2012] suggèrent que ces mécanismes seraient mis en place peu de
temps après le début du traitement et soulignent donc l’importance d’une ré-évaluation pré-
coce du profil moléculaire de la tumeur. Comprendre ces interactions semble ainsi primordial
afin d’anticiper la réponse de la cellule tumorale aux thérapies et permettre d’éviter l’apparition
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de mécanismes de résistance. Cependant le nombre potentiel de combinaisons de traitement
excède largement les possibilités de test lors d’essais cliniques. Il est donc primordial de dé-
velopper d’autres techniques afin de pouvoir étudier et anticiper les adaptations de la cellule.
Une autre étude menée par Mina & al [Mina et al., 2017] a tenté d’identifier les dépendances
d’occurences entre oncogènes afin de pouvoir éventuellement prédire la réponse de la tumeur
aux traitements. A l’aide d’une analyse pangénomique cette étude s’est intéressée à la pro-
babilité de co-occurence de certaines altérations génomiques. Et de manière intéressante ils
ont montré que la dépendance entre deux évènements reflétait une interaction fonctionnelle
indépendante des tissus d’origine et que ces dépendances pouvaient influencer la réponse aux
thérapies. Enfin leur étude montre que l’évolution de la tumeur dépend des contraintes aux-
quelles elle est soumise et qu’il s’agit donc d’un processus hautement dépendant du contexte.
L’origine tissulaire et les interactions génomiques vont déterminer les conditions d’évolution des
liens de dépendance au sein de la cellule, donnant lieu à l’apparition de profils d’altérations de
manière non aléatoire. Déterminer ces liens de dépendance et notamment d’exclusion mutuelle
de certaines altérations pourrait être bénéfique pour anticiper une réponse à un traitement.
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Chapitre 3
Epissage alternatif, protéines SR et voies
de signalisation
Nous avons décrit dans les deux chapitres précédents l’avènement des thérapies ciblées et la
“course” au développement de nouvelles petites molécules ciblant l’activité de ces driver onco-
géniques afin de contre-carrer l’apparition de mutations de résistance. Cependant la présence
inéluctable de cellules cancéreuses résiduelles à l’origine d’une nouvelle progression tumorale et
ayant acquis de nouvelles caractéristiques laisse penser que cibler ces protéines oncogéniques
n’est peut-être pas suffisant. Cette hypothèse est aussi soulevée suite aux résultats d’une étude
[Boxer et al., 2004] in vivo au cours de laquelle des cellules tumorales induites par une surexpres-
sion de c-Myc pouvaient reprendre leur croissance même après une diminution de l’expression
de c-Myc. Il est envisageable que suite à la surexpression de c-Myc la cellule acquiert un nou-
veau phénotype de résistance indépendant de l’expression de c-Myc. La question qui se pose
alors est de comprendre par quel mécanisme ce phénotype de résistance se met en place.
Dans ce projet nous nous intéressons au mécanisme d’épissage alternatif. On estime au-
jourd’hui que le génome humain contient environ 22 000 gènes. Ce nombre est similaire au
génome d’autres espèces comme par exemple le ver nématode qui en contient 20 000. Il n’y a
donc pas de corrélation entre la complexité d’un organisme vivant et le nombre de gènes que
contient son génome. Cette observation pourrrait s’expliquer par l’existence de mécanismes
tels que l’épissage alternatif.
3.1 Le mécanisme d’épissage
Depuis 1977 il est connu que les gènes humains sont discontinus. En effet la plupart des
gènes des eucaryotes supérieurs sont composés de l’alternance de deux types de séquences
dont les introns, généralement non-codants, et de séquences exprimées en protéines contenant
l’information génétique, les exons. L’expression du génome se fait en plusieurs étapes finement
régulées. Les gènes sont tout d’abord transcrits en ARN pré-messager qui va contenir exons et
introns. Cet ARN pré-messager va ensuite subir des étapes de maturation dont:
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1. L’ajout d’une coiffe en 5’
2. Une polyadénylation en 3’ d’environ 200 molécules d’adénine
3. l’épissage
Lors de l’épissage les introns vont être retirés et les exons liés ensemble afin de former l’ARN
messager mature. La réaction d’épissage est une réaction chimiquement simple, catalysée en
deux étapes par un complexe ribonucléoprotéique, composé de plus de 200 protéines appelé le
splicéosome et nécessitant une grande quantité d’ATP.
On distingue deux types d’épissage : l’épissage constitutif et l’épissage alternatif. L’épissage
constitutif au cours duquel le splicéosome reconnait de manière systématique les évènements
d’épissage qui sont pris en charge de la même manière pour tous les ARN pré-messagers d’un
gène donné. Tandis que dans le cas de l’épissage alternatif au moins deux paires de site
d’épissage 5’ et 3’ sont en compétition. L’épissage alternatif est loin d’être anecdotique puisque
près de 90% des gènes chez l’Homme seraient concernés [Pan et al., 2008]. Fonctionnellement,
l’épissage se traduit soit par la production d’un autre isoforme protéique possédant des pro-
priétés fonctionnelles différentes soit par la régulation du niveau d’expression du transcrit qui
va être dégradé par le “Non-Sens mediated decay” suite à l’apparition prématurée d’un codon
stop.
L’ARN-messager une fois mature va ensuite être transporté dans le cytoplasme où il va être
traduit en protéines.
3.1.1 L’épissage alternatif ou comment la cellule eucaryote augmente
la diversité de son expression protéique
La réaction d’épissage va se faire grâce à la reconnaissance par le splicéosome de séquences
consensus appelées signaux d’épissage, présentes sur l’ARN pré-messager. Il s’agit des sites
5’, 3’ ainsi que le point de branchement (figure 3.1). Ces séquences vont aussi participer à
la catalyse de la réaction. L’épissage alternatif consiste en la mise en compétition de deux
sites 5’ et deux sites 3’ entrainant l’inclusion ou l’exclusion de certains exons. Ainsi à partir
d’un même ARN pré-messager plusieurs ARN messagers peuvent être synthétisés. Dans le cas
où les deux ARN-messagers codent pour des protéines, il y aura synthèse de deux isoformes
protéiques différentes à partir d’un même gène. L’épissage alternatif permet donc d’expliquer
le nombre restreint de gènes chez l’Homme comparativement à la diversité de son protéome
[Weatheritt et al., 2016].
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Figure 3.1: Sites de reconnaissance des exons et des introns
Adapté de [Srebrow and Kornblihtt, 2006]. Schéma représentant l’alternance des exons et des
introns dans l’ARN pré-messager, ainsi que les séquences en acides aminés définissant les signaux
d’épissage aux extrémités 5’, 3’ et le point de branchement, N pouvant représenter n’importe
quel acide aminé. Dans le cas de l’épissage alternatif deux sites 5’ et deux sites 3’ sont en
compétition pour le recrutement de la machinerie d’épissage entrainant l’inclusion ou l’exclusion
de l’exon 2.
3.1.2 L’épissage un processus multi-étape
La réaction d’épissage est le résultat de deux réactions de trans-estérification SN2 impliquant des
groupes fonctionnels des régions actives dites signaux d’épissage présentées dans le paragraphe
précédent 3.1.1. La première consiste en l’attaque du pont phosphodiester du site 5’ par un
groupe hydroxyl 2’ d’une adénosine du point de branchement, suivie par l’attaque de la liaison
phospho-diester du site 3’ par le groupe hydroxyl 3’ du site 5’, entrainant la ligation des exons
et l’excision de l’intron (figure 3.2).
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Figure 3.2: Les deux réactions de l’épissage
Adapté de [Bentley, 2014]
Cette réaction est catalysée par le splicéosome. Ce complexe est composé de 5 sous-unités
ribonucléoprotéiques (RNP) riches en uridines, intitulées Small Nuclear RNP (snRNP) afin de
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les différencier des autres sous-unités RNP telles que les sous-unités ribosomales. On retrouve
snRNA U1, U2, U4, U5 et U6. Chaque unité est composée d’une petite molécule d’ARN liée
de manière stable à de nombreuses protéines et associée de manière moins stable à des facteurs
d’épissage. Les sous-unités snRNP vont être produites en plusieurs étapes à des locations sub-
cellulaires différentes. Le SnRNA va tout d’abord être transcrit dans le noyau puis va être
pris en charge par un complexe protéique afin d’être exporté dans le cytoplasme. Cet export
nucléaire se fait suite à un passage du complexe par le “cajal body” afin de contrôler la qualité
du snRNA. Une fois dans le cytoplasme ce complexe d’exportation est disloqué et le complexe
SMN va prendre en charge l’assemblage du snRNA grâce aux protéines Sm. Le complexe ainsi
formé va pouvoir être importé dans le noyau où il se dissociera du complexe SMN et sera libre
de diffuser dans l’espace inter-chromatinien [Matera and Wang, 2014].
Le mécanisme d’épissage est un processus multi-étapes (figure 3.3). L’assemblage du spli-
césome se fait sur les sites de transcription. Et la réaction d’épissage est fonctionnellement
couplée à celle de la transcription [Bentley, 2014].
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Figure 3.3: Schéma simplifié de la réaction d’épissage
Adapté de [Matera and Wang, 2014]. La première étape consiste en la reconnaissance des sites
5’ et du point de branchement par les sous-unités snRNP U1 et snRNP U2 respectivement
pour former le complexe A. On parle de la phase de définition de l’exon. Ensuite, la fixation
du tri-snRNP U4/U5/U6 va entrainer la formation du complexe B. Durant l’étape suivante les
sous-unités U1 et U4 vont être libérées et la première réaction de trans-estérification a lieu.
Ensuite la formation du complexe C résulte du clivage du site 5’ et de la jonction du résidu de
l’intron de ce site à une séquence proche du site 3’. Enfin la deuxième réaction d’estérification
va entrainer le clivage du site 3’ premettant la liaison des exons entre eux et la libération de
l’intron sous forme de lasso.
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3.1.3 Les régulateurs de l’épissage
L’épissage alternatif nécessite une régulation subtile et complexe. Les exons alternatifs ont
généralement une taille plus petite et des sites d’épissage 5’ dits “plus faibles”.
Un site d’épissage 3’ faible sera mieux reconnu si un site 5’ fonctionnel se trouve dans les
100-150 nucléotides suivants.
3.1.3.1 Les sites de régulation
D’autres séquences situées en cis sur l’ARN pré-messager vont participer à la modulation de
l’épissage et contribuer à la régulation de l’épissage alternatif. On appelle ces séquences “les
éléments régulateurs de l’épissage” (SRE’s: Splicing regulatory elements).
Les études actuelles se focalisent sur les séquences régulatrices situées 200 à 300 nucléotides
en amont du site d’épissage. Seulement cela pourrait représenter une réelle limitation car
certains longs introns pourraient contenir plus d’information que ceux considérés à l’heure
actuelle.
Parmi ces séquences régulatrices on trouve les ESE (Exonic Splicing Enhancer), les ESS
(Exonic Splicing Silencer), les ISE (Intronic Splicing Enhancer) et enfin les ISS (Intronic Splicing
Silencer).
ISE ISSESE ESS
site 5'
Figure 3.4: Régions en cis régulatrices de l’épissage alternatif
Adapté de [Fu and Ares Jr, 2014]
Cependant il n’y a pas de consensus quant au rôle de chaque séquence identifiée comme ré-
gulatrice, étant donné qu’un même motif placé à différents endroits d’un même exon va pouvoir
parfois favoriser ou réprimer l’épissage. Leur rôle va aussi dépendre du type d’interaction avec
les facteurs d’épissage. En effet ces séquences régulatrices vont être la cible de protéines appe-
lées facteurs d’épissage. Ces facteurs d’épissage vont être capables de reconnaitre les séquences
régulatrices et ainsi moduler l’activité de la machinerie d’épissage.
Une analyse protéomique à large échelle a identifié environ 1 000 protéines capables de se
fixer à l’ARN. Seulement la majorité ne possède pas de motifs similaires aux autres protéines
régulatrices de l’épissage.
3.1.3.2 Les facteurs d’épissage
L’épissage est donc régulé par de nombreuses protéines capables de reconnaitre les séquences
de l’ARN, ce qui suggèrerait l’existence d’un “code de l’épissage” qui pourrait prédire les mé-
canismes d’épissage selon les conditions. On distingue principalement deux grandes familles
de protéines décrites comme facteur d’épissage : les protéines SR (Sérine Rich) et les hnRNPs
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(heterogeneous nuclear ribonucleoproteins). En plus de ces deux familles de protéines, on re-
trouve les CUG-BP et ETR-3-like (CELF), Muscleblind-like (MBNL), RBFOX proteines et
de nombreuses autres protéines capables de moduler l’épissage alternatif [Dvinge et al., 2016].
Les protéines SR ont tendance à favoriser l’inclusion d’exon et les hnRNP à jouer un rôle an-
tagoniste. Même si le mécanisme d’action de ces dernières protéines n’est pas complètement
élucidé, leur fixation sur des sites différents de ceux des protéines SR préviendrait la fixation de
ces dernières et modifierait ainsi leur action. Il reste tout de même difficile de classer les facteurs
d’épissage en fonction de leur rôle inhibiteur ou activateur étant donné que ce dernier peut varier
selon l’emplacement du site de fixation et dépend de l’exon concerné. En effet si la fixation des
protéines SR sur les exons pourrait favoriser l’épissage, leur fixation sur des zones introniques
pourrait elle jouer un rôle suppresseur. Ainsi la régulation de l’épissage alternatif reste encore
très peu comprise et notamment la dynamique permettant la reconnaissance des motifs modu-
lateurs par les facteurs d’épissage [Jeong, 2017]. Le fonctionnement des protéines sous forme de
complexe fait que la reconnaissance de la séquence d’ARN par un facteur d’épissage dépendra
de l’expression des autres facteurs d’épissage avec lesquels il interagit et pourra varier d’un
type cellulaire à l’autre. De plus la même séquence d’ARN peut être reconnue par différentes
protéines ou isoformes de la protéine. Ainsi il a été montré que le résultat d’épissage pouvait
dépendre de la fixation sur l’ARN de plusieurs protéines SR en même temps. Notamment des
effets de coopération et de compétition ont été mis en avant entre SRSF1 et SRSF2. Une étude
a montré que la neutralisation d’une des protéines pouvait s’accompagner d’une perte où d’un
gain de fixation de l’autre protéine au niveau du site d’épissage [Pandit et al., 2013].
En plus de ces mécanismes de régulation, d’autres facteurs peuvent influer l’épissage comme
par exemple une régulation épigénétique. En effet les nucléosomes se trouvent préférentiellement
au niveau des exons plutôt que des introns. De plus la modification histone H3 lysine 36
triméthylation (H3K36me3) est enrichie au niveau des exons et peut influencer le choix des
sites d’épissage [Dvinge et al., 2016].
3.1.3.3 Les différents évènements d’épissage
L’évènement d’épissage le plus commun est appelé “l’exon skipping”, c’est à dire la non-inclusion
de ce dernier dans l’ARN-messager. Différents évènements d’épissage autres que l’exon skipp-
ping peuvent avoir lieu. Ils sont répertoriés dans la figure 3.5.
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Figure 3.5: Les différents évènements d’épissage
Adapté de [Dvinge et al., 2016]
3.2 Les protéines SR: des régulateurs clés de l’épissage al-
ternatif
Les protéines SR font donc partie d’une des principales familles protéiques connues régulant
l’épissage. Elles font partie des RNA Binding Protein (RBP, Protéines se fixant à l’ARN).
Elles sont essentiellement considérées comme des régulateurs positifs de l’épissage favorisant
l’inclusion d’exon en se fixant aux séquences ESE. Les protéines SR sont connues pour se lier
préférentiellement aux régions exoniques riches en purine.
Les protéines SR lorsqu’elles se fixent sur une région intronique en amont du site 5’ vont
influencer le processus de définition de l’exon.
3.2.1 Les membres de la famille des protéines SR
Chez l’Homme on dénombre aujourd’hui 12 protéines considérées comme appartenant à la
famille des protéines SR. Les premières à avoir été identifiées sont les protéines SRSF1 et SRSF2.
Les protéines de cette famille partagent des similarités de structure. Elles sont caractérisées par
un domaine C-terminal riche en Arginine (R) et Sérine (S) formant le domaine RS. Ce domaine
est sujet à d’importantes phosphorylations/déphosphorylations qui vont réguler l’activité des
protéines. Il va aussi être impliqué dans les interactions protéines-protéines et protéine/ARN.
Leur domaine N-terminal est capable de reconnaitre l’ARN, il s’agit du domaine RRM (RNA
Recognition Motif) (figure 3.6). Les protéines SR se situent principalement dans le noyau.
Cependant certaines protéines comme SRSF1/3/7 vont pouvoir faire la navette entre le noyau
et le cytoplasme.
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Figure 3.6: Les membres de la famille des protéines SR
Adapté de [Jeong, 2017]
3.2.2 Le rôle des protéines SR
Les protéines SR jouent un rôle essentiel dans le développement et des modèles murins kno-
ckout pour les principales protéines SR présentent un phénotype létal tôt dans le développe-
ment embryonnaire [Xu and Fu, 2005]. Les protéines SR interviennent principalement dans
le mécanisme d’épissage aussi bien constitutif qu’alternatif. Elles vont tout d’abord inter-
venir dans les étapes précoces de formation du splicéosome. Par l’intermédiaire de leur do-
maine RRM elles vont être capables d’interargir avec l’ARN pré-messager pour reconnaitre
les séquences régulatrices d’épissage. Elles vont ensuite interagir avec les sous-unités U1-
70K (protéine du complexe U1) et U2AF35 (protéine du complexe U2) par l’intermédiaire
de leur domaine RS et permettre ainsi leur recrutement au niveau des sites d’épissage 5’ et 3’
[Kohtz et al., 1994, Wu and Maniatis, 1993]. On parle de leur double spécificité, c’est à dire
leur capacité à reconnaitre les séquences d’ARN et à interagir avec le splicéosome afin de pro-
mouvoir son recrutement au niveau des sites d’épissage. Elles vont ensuite aussi participer
au recrutement des autres sous-unités U4/U6-U5 du splicéosome. Et enfin il a été montré
[Chew et al., 1999] qu’avec les séquences ESE, les protéines SR intervenaient dans des étapes
plus tardives de l’épisssage en favorisant la deuxième phase catalytique de la réaction d’épissage.
Les protéines SR sont sujettes à de nombreuses phosphorylations au niveau de leur domaine
RS. Ces phosphorylations sont impliquées dans le contrôle de l’activité des protéines ainsi que
dans leur distribution au sein du noyau et dans le cytoplasme. Deux familles de protéines kinases
sont connues pour être impliquées dans la régulation de la phosphorylation des protéines SR:
les SR protéines kinase (SRPK) principalement dans le cytoplasme mais aussi dans le noyau
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et les CDC-like kinases (CLK) uniquement dans le noyau. Les protéines de la famille SRPK
semblent montrer une forte spécificité pour les protéines SR. On en dénombre deux chez les
mammifères, SRPK1 et SRPK2. Elles se trouvent majoritairement dans le cytoplasme où
elles sont constitutivement activées. Elles y sont retenues par interaction avec des protéines
chaperonnes, mais suite à un signal de stress cellulaire ou bien par activation par l’EGF,
elles peuvent être transloquées dans le noyau où elles vont pouvoir aller moduler le statut
phosphorylé des protéines SR [Zhong et al., 2009]. Leur répartition subcellulaire serait donc
un moyen de régulation de leur activité. Les protéines CLK se trouvent uniquement dans le
noyau, où elles co-localisent avec les protéines SR au niveau de petites structures nucléaires
appelées “nuclear speckles”. Elles vont agir sur la rephosphorylation des protéines SR lors de
la phase de récupération suite à un stress cellulaire.
Enfin les protéines SR peuvent jouer un rôle dans les étapes après l’épissage alternatif, et
notamment dans l’export de l’ARN messager, la régulation de la transcription et la stabilité
génomique [Gourisankar and A., 2010].
3.3 Dérégulation de l’épissage alternatif dans les cancers
Dans les cancers, de nombreuses anomalies au niveau des transcrits d’épissage ont été identifiées.
Elles peuvent être dues à des anomalies au niveau des sites d’épissage, on parlera “d’anomalies
en cis” ou bien au niveau des régulateurs d’épissage, on parlera alors “d’anomalies en trans”.
Le rôle de la plupart des isoformes protéiques est aujourd’hui inconnu. Cependant la fonction
de certaines a été identifiée comme impliquée dans la carcinogénèse, la progression tumorale et
même la résistance à certaines thérapies
3.3.1 L’expression aberrante de transcrits d’ARN dans les cancers
pulmonaires
Des analyses transcriptomiques à large échelle [Network, 2014] ont permis de mettre en avant
une différence au niveau de l’expression du transcriptome entre les cellules cancéreuses et les
cellules saines. La variation d’expression du niveau de transcrit peut conférer à la cellule
de nouvelles caratéristiques. La sélection des différents transcrits ne semble pas uniquement
jouer un rôle spectateur de la transformation tumorale mais plutôt résulter de la sélection
de transcrits conférant certaines propriétés à la cellule comme l’initiation ou la progression
tumorale. Dans les cancers du poumon un certain nombre de transcrits issus de l’épissage
alternatif sont exprimés différemment comparativement aux tissus sains. Le tableau 3.1 en
enumère quelques-uns. On peut ainsi voir que l’épissage alternatif de certains gènes vont
favoriser la prolifération cellulaire, comme les gènes RPS6KB1, MKNK2 ou CCND, certains
vont jouer un rôle dans le métabolisme comme PKM, d’autres vont favoriser les processus
d’invasion cellulaire et de métastases comme ENAH, MSTR1 (RON), RAC1, KLF6 ou bien
encore prévenir la mort cellulaire comme BCL2L11 et participer à des mécansimes de résistance
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à certaines thérapies.
Ces anomalies d’épissage peuvent être le résultat de mutations au niveau du gène comme
dans le cas du polymorphisme de BIM, mais parfois ces modulations peuvent avoir lieu sans que
l’information génétique ne soit modifiée. Cela peut se produire lorsque l’activité des régulateurs
de l’épissage est modifiée.
3.3.2 Anomalies en trans des régulateurs de l’épissage
Les anomalies dites en trans affectent les régulateurs de l’épissage. Il peut s’agir de mutations
ou de modulation du niveau d’expression des facteurs d’épissage tels que les protéines SR ou
hnRNP ou bien même des éléments du splicéosome.
Les principales mutations concernant le splicéosome rapportées dans les cancers en géné-
ral concernent 4 gènes plus particulièrement. Il s’agit du facteur d’épissage 3B, sous-unité
1 (SF3B1), SRSF2, U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1 (U2AF1) et zinc finger, RNA
binding motif and serine/arginine rich 2 (ZRSR2). Ces mutations ont été observées comme
mutuellement exclusives.
3.3.2.1 Les anomalies des protéines SR dans les cancers
L’activité des protéines SR peut être dérégulée dans les cancers [Urbanski et al., 2018]. Il s’agit
en général d’une variation de leur niveau d’expression. Seule la protéine SRSF2 a été décrite
comme pouvant être mutée. Plus particulièrement on observe une mutation de SRSF2 chez
environ 40% à 50% des patients atteints de leucémie chronique myelomonocytic. Toutes les
mutations se situent sur son résidu P95 [Yoshida et al., 2011]. Cette mutation altère l’activité
de reconnaissance et de fixation à l’ARN de la protéine [Urbanski et al., 2018] qui va ainsi
reconnaitre préférentiellement les domaines riches en C au motif CCNG plutôt que les domaines
riches en G au motif GGNG. L’altération de la reconnaissance des domaines ESE par SRSF2
entraine des changements d’épissage dans plus d’une centaine de gènes dont certains comme
Enhancer of Zest Homologue 2 (EZH2) et BCOR qui sont régulièrement mutés dans les tumeurs
myéloïdes. La baisse d’expression de EZH2 due à la présence de la mutaion P95H de SRSF2
s’accompagne d’une baisse générale de H3K27me3 [Kim et al., 2016] suggérant qu’il existerait
un lien entre épissage et épigénétique qui participerait à l’activité oncogénique des protéines
mutées du splicéosome.
Plus récemment, une étude [Chen et al., 2018] a montré un nouveau mécanisme de déré-
gulation de la protéine SRSF5, impliqué dans la croissance tumorale. Ils se sont intéressés
plus particulièrement à des modèles de lignées cellulaires de cancer du poumon et ont montré
qu’une hyperacétylation anormale de SRSF5 pouvait être à l’origine du développement de tu-
meurs pulmonaires. De plus l’acétylation de SRSF5 par Tip60 pourrait jouer sur la stabilité de
la protéine. Ils ont notamment montré que selon la concentration en glucose la régulation de
l’activité de la protéine SRSF5 variait. Dans des conditions de concentrations faibles en glucose
l’interaction de SRSF5 avec HDAC maintient la protéine à un niveau faible d’acétylation favo-
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Nom du
gène Isoformes évènementd’épissage
Régulateurs
BCL2L11
2 3 4 5
BIM -EL, -L, -S
BIM Y
pro-apoptotique
anti-apoptotique Exon
skipping
SRSF1, SRSF6, PTBP1,
HNRNPC
CCND1
3 4 5
CDN1a
CDN1b
pro-prolifératif
pro-invasif Rétention
d’intron
ENAH
11 11a 12
5 6 7
3 INV 3b
ENAH 11a Epithélial
anti-invasif
ENAHΔv6
Mésenchyme
pro-invasif
ENAH-INV
Mésenchyme
pro-invasif Exon
skipping
ESRP1, ESRP2
KLF6
2 SV1 3
KLF6-FL
KLF6-SV1
suppresseur de tumeur
pro-prolifératif
pro-invasif site 5’
alternatif
SRSF1, TGF-ß1, Ras
sigaling
MKNK2
13 14a 14b
MKNK2-a
MKNK2-b
pro-apoptotique
anti-prolifératif
anti-apoptotique
pro-prolifératif Exon
skipping
SRSF1, SRSF6
MSTR1
4 5 6 7
10 11 12
RON-FL
RON-FL
RON-Δ160
RON-Δ165
pro-invasif
pro-invasif Exon
skipping
SRSF1, HNRPA2/B1
PKM
8 9 10 11
PKM1
PKM2
constitutivement
activé
régulé en conditions 
pro-tumorale multi exon
skipping
PTBP1,HNRNPA1,
HNRNPA2/B1,SRSF3
RAC1
3 43b
RAC1
RAC1b
pro-prolifératif
constitutivement activé
pro-prolifératif
pro-métastases Exon
skipping
SRSF1, ESPR1, ESPR2
RPS6KB1
6 76a 6c
RPS6KB1-1
RPS6KB1-2
anti-prolifératif
pro-prolifératif Exon
skipping
SRSF1
Table 3.1: Examples de transcrits anormalement exprimés dans les cancers du poumon
Adapté de [Urbanski et al., 2018]. Isoformes associées à un profil tumoral et identifiées dans
les cancers du poumon. 74
risant ainsi son ubiquitination par la protéine Smurf1 entrainant ainsi sa dégradation. Tandis
que dans des conditions de concentrations élevées en glucose c’est la protéine Tip60 qui interagit
alors préférentiellement avec SRSF5 favorisant un haut niveau d’acétylation de la protéine et
par cela augmentant sa stabilité. Ces modifications ont pour conséquence de modifier l’action
de SRSF5 en faveur de l’épissage de certains transcrits et conférant des propriétés particulères
à la cellule. Cette régulation par des mécanismes d’acétylation et d’ubiquitination mutuelle-
ment exclusifs montre comment la cellule peut répondre et adapter son expression protéique en
fonction des variations de l’environnement.
3.3.2.2 Les anomalies en trans dans les cancers du poumon
De nombreuses anomalies affectant les éléments régulateurs de l’épissage sont retrouvées dans
les cancers du poumon [Urbanski et al., 2018]. Parmi les anomalies identifiées on retrouve une
surexpression des protéines SRSF1, 2, 3, 6, 7 et Tra2ß. En ce qui concerne SRSF5 il peut s’agir
soit d’une surexpression soit d’une diminution de l’expression de la protéine. Dans l’équipe des
travaux [Gout et al., 2012] ont notamment montré que les protéines SRSF1 et SRSF2 étaient
surexprimées respectivement dans 63% et 65% des adénocarcinomes pulmonaires et 68% et 91%
dans le sous-type des épidermoïdes. La famille de hnRNP est aussi touchée. On peut retrouver
notamment une surexpression des protéines hnRNPA1, hnRNPA2/B1 et hnRNP C. D’autres
facteurs d’épissage peuvent être affectés, comme une baisse de l’expression des protéines QKI
et RBM5. A titre d’exemple l’expression de RBM5 est diminuée dans environ 75% des CBNPC
primaires [Oh et al., 2002]. Enfin des anomalies affectant les élements du splicéosome ont aussi
été identifiées comme des mutations au niveau des protéines RBM10 ou U2AF1 ou encore une
surexpression des protéines PRPF40B et U2AF2.
Dans les CBNPC c’est U2AF1 qui est le plus fréquemment muté, avec environ 3% des adé-
nocarcinomes présentant une mutation de cette protéine [Imielinski et al., 2012]. Plus particu-
lièrement, la mutation S34F a récemment été identifiée dans les adénocarcinomes pulmonaires,
mais son rôle dans la carcinogénèse reste encore inconnu. U2AF1 se fixe de manière hautement
spécifique à certains sites 3’ dits “AG-dépendants”. Différents résidus de la protéine peuvent
être affectés par une mutation. Selon le résidu touché de la protéine cette dernière favorisera la
sélection de site 3’ différents : les mutations affectant le résidu S34 favorisent la reconnaissance
des sites 3’ avec les motifs cAG|r et aAG|r plutôt que tAG|r, tandis que les mutations dans le
résidu Q157 favorisent les motifs yAG|g plutôt que yAG|a. Dans l’étude menée par le Cancer
Genome Atlas research Network [Network, 2014] 129 évènements d’épissage ont été associés à
la présence de cette protéine mutée. Parmi les voies affectées par des mutations de U2AF1 on
retrouve la réponse aux dommages à l’ADN, la régulation épigénétique et l’apoptose. Cepen-
dant aucun lien n’a encore été montré entre une dérégulation de ces gènes et la progression
tumorale.
Les éléments du splicéosome peuvent aussi être dérégulés dans les cancers du poumon. En-
viron 3% des adénocarcinomes pulmonaires présentent des mutations au niveau du splicéosome
[Imielinski et al., 2012].
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3.3.3 Epissage alternatif et fonction oncogénique/ suppresseur de tu-
meur
En plus d’avoir une activité dérégulée dans les cancers, il a été montré que les protéines SR
pouvaient entrainer la transformation d’une cellule saine en cellule cancéreuse et participer à
la progression tumorale. Notamment Karni et al [Karni et al., 2007] ont montré qu’une légère
augmentation de l’expression de SRSF1 pouvait entrainer la transformation de fibroblaste à
l’origine du développement de sarcome dans un modèle souris. Ils ont aussi montré qu’une
diminution de son expression pouvait entrainer la transformation inverse. Cette étude met donc
en avant le rôle oncogénique de la protéine SRSF1. L’action oncogénique de SRSF1 se ferait
par une dérégulation de l’épissage de la protéine BIN1 et des kinases MNK2 et S6K1 (ribosomal
protein S6 kinase B1, RPS6KB1 ou S6K1). La surexpression de SRSF1 entrainerait l’activation
de la voie mTOR, nécessaire à la transformation ainsi que l’expression de la protéine BIM et
d’un isoforme de la protéine bridging integrator 1 (BIN1) ne possédant pas de fonction pro-
apoptotique (perdant ainsi sont rôle de suppresseur de tumeur). La surexpression de SRSF1 a
été observée dans certains cancers comme le cancer du sein, côlon, rein, poumon et de la thyroïde
[Urbanski et al., 2018]. Deux autres protéines SR pourraient avoir un rôle oncogénique. Il
s’agit de SRSF3 et SRSF6. Le rôle oncogénique de SRSF6 a notamment été mis en avant
dans le cancer du poumon. Une étude [Michal et al., 2012] a montré que la surexpression de
SRSF6 favorisait la prolifération cellulaire et inhibait l’apoptose induite lors d’un traitement
par chimiothérapie dans un modèle in vivo. De plus la surexpression de SRSF6 peut induire la
transformation tumorale de cellules in vitro et in vivo.
Si certaines protéines peuvent avoir des propriétés pro-tumorales d’autres vont jouer un
rôle anti-tumoral et empêcher la transformation en cellule cancéreuse, on parle de suppresseur
de tumeur. Certains facteurs régulateurs de l’épissage peuvent présenter les propriétés d’une
protéine suppresseur de tumeur. Plus particulièrement une étude [Zong et al., 2014] a montré
que l’expression de la protéine QKI était fréquemment diminuée dans les CBNPC et ce dans
les trois sous-types histologiques majeurs que sont les adénocarcinomes, les épidermoïdes et
les carcinomes à larges cellules. QKI est une protéine régulatrice de l’épissage alternatif de
la famille STAR (Signal Transduction and Activation of RNA) dont la baisse d’expression est
associée à une diminution de la survie chez les patients atteints de CBNPC de stade 1. Cette
protéine est capable d’inhiber la progression tumorale, ce qui pourrait s’expliquer en partie par
une régulation de l’épissage alternatif de la protéine NUMB, protéine régulatrice de la voie de
signalisation NOTCH.
Enfin RBM10, une protéine régulatrice de l’épissage, présente aussi les propriétés d’une
protéine suppresseur de tumeur. Cette protéine est aussi fréquemment mutée dans les cancers
du poumon [Imielinski et al., 2012] et est impliquée dans la régulation de l’épissage de la pro-
téine NUMB en favorisant l’exclusion de son exon 9. Cet évènement d’épissage est l’un des plus
fréquemment observé dans les cancers du poumon [Bechara et al., 2013]. Il est connu pour régu-
ler négativement la voie de signalisation NOTCH. De plus une étude [Hernandez et al., 2016]a
montré que la neutralisation de RBM10 favorisait la croissance de xenogreffes dans des modèles
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souries renforçant l’hypothèse que RBM10 pourrait jouer le rôle de suppresseur de tumeur.
3.3.4 Epissage alternatif et réponse aux thérapies anti-cancéreuses
dans les cancers du poumon
L’épissage alternatif semble donc être dérégulé dans les cancers. Et certains facteurs d’épissage
semblent jouer un rôle dans le processus de carcinogénèse. Dans le cas de notre étude, la
question qui nous intéresse est de savoir si l’épissage pourrait jouer un rôle dans la réponse aux
thérapies dans les cancers du poumon.
Des travaux de l’équipe [Edmond et al., 2011b] ont montré que des modifications post-
traductionnelles autres que la phosphorylation de SRSF2 sur son domaine RS pouvait moduler
son activité. Plus particulièrement la dégradation par le protéasome de SRSF2 peut être
favorisée par l’acétylation sur son résidu lysine 52 par la protéine Tip60 et HDAC6, au contraire,
va permettre un maintien du niveau d’expression de la protéine en inhibant cette acétylation.
Cette étude a aussi montré que que Tip60 pouvait moduler la phosphorylation de SRSF2
en inhibant la translocation nucléaire des kinases SRPK1 et SRPK2. Enfin ils ont montré
que l’accumulation de SRSF2 sous un état phosphorylé /hypoacétylé contribuait à l’apoptose
induite par un traitement cisplatin. Ainsi cette étude a montré l’existence d’une signalisation
dans laquelle la modulation de la phosphorylation/acétylation de SRSF2 par Tip60 pouvait
moduler l’épissage de certains gènes tels que la caspase 8 et contribuer à la réponse au traitement
par cisplatin.
Une étude récente [Zhu et al., 2018] a mis en avant l’impact d’un traitement par chimio-
thérapie (paclitaxel) sur des lignées cellulaires de cancer du poumon grâce à une analyse de
séquençage de l’ARN (RNA-seq). Ils ont identifié 994 gènes et 855 évènements d’épissage
pour lesquels l’expression était modifiée suite à un traitement au paclitaxel. Ils ont notam-
ment montré qu’un changement d’épissage en faveur d’un transcrit particulier de la protéine
ECT2, ECT2s, était responsable d’une inhibition de la progression tumorale. Une autre étude
[Shultz et al., 2010] a même montré que la modulation de l’épissage du gène caspase9 en faveur
d’une isoforme pouvait influencer la réponse à l’apoptose induite par des EGFR-TKI dans des
lignées tumorales pulmonaires. Plus particulièrement l’expression du variant caspase9b bloque
l’effet inhibiteur de l’erlotinib sur la formation de colonies clonogéniques.
Enfin nous pouvons rappeler ici l’importance de la présence du polymorphisme de BIM
décrit dans le chapitre 2.3. Ce polymorphisme à l’origine d’un épissage alternatif peut induire
une résistance aux thérapies ciblées anti-EGFR.
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3.4 Liens entre épissage alternatif, voies de signalisation
de l’EGFR et leur implication dans le processus de
tumorigenèse
Dans les parties précédentes ont été décrits les mécanismes de régulation de l’épissage. Cette
régulation est le résultat d’une interaction complexe entre l’organisation de la chromatine, la
vitesse d’élongation transcriptionnelle de l’ARN polymérase et de la fixation du splicéosome
sur les sites d’épissage. Dans ce mécanisme, la fixation de facteurs d’épissage aux séquences
spécifiques de l’ARN joue un rôle clé et le changement du niveau d’expression de protéines
compétitrices de ces facteurs d’épissage peut influencer leur activité. Nous avons vu aussi
que la répartition sub-cellulaire par modification de la phosphorylation de ces modulateurs de
l’épissage pouvait aussi réguler leur activité.
La régulation de l’épissage par des voies de signalisation est fortement supposée, et l’étude
des mécanismes expliquant comment ce signal est transmis jusqu’au noyau pour aller modifier
l’épissage alternatif en est à ses débuts [Goncalves et al., 2018]. Une des pistes explorées pour
le moment est le contrôle de l’activité des facteurs d’épissage par les voies de signalisation.
Deux mécanismes ont pour le moment été décrits. Le premier, par lequel une modification du
niveau d’expression transcriptionnelle des facteurs d’épissage va moduler leur activité est un
mécanisme classique de régulation de la transcription d’un gène suite à une modulation des voies
de signalisation. En plus de pouvoir modifier le niveau de transcription des facteurs d’épissage,
les voies de signalisation vont aussi aller moduler le profil phosphorylé de certains acteurs de
l’épissage. Ceci peut être à l’origine d’une relocalisation cellulaire de ces derniers dans le noyau
et ainsi entrainer une modulation de l’épissage. Plusieurs voies ont été montrées pour être
impliquées dans de tels mécanismes de régulation. On retrouve notamment les voies PI3K/Akt
et MAPK [Goncalves et al., 2018]. Plusieurs études aussi ont montré l’implication de la voie
Akt dans la modulation de l’activité des protéines SR [Liu et al., 2002, Shultz et al., 2010].
Une étude [Zhou et al., 2012] a plus particulièrement montré le rôle majeur des protéines
SRPK dans la transmission du signal de la voie de signalisation de l’EGF. Ils ont mis en
avant que Akt était capable de se lier et d’induire l’autophosphorylation de SRPK1 entrainant
des modifications de l’interaction avec les protéines chaperonnes conduisant à sa translocation
nucléaire et une hyperphosphorylation des protéines SR. Ils ont montré que la voie de l’EGF
pouvait entrainer la régulation de 398 évènements d’épissage, ce qui indique que cette voie
est capable d’induire une importante reprogrammation dans la cellule. Cette étude a testé
l’implication de plusieurs voies de signalisation en aval de l’EGF: JAK/STAT, PI3K/Akt, Erk
et mTOR. S’ils ont observé que chacune de ces voies de signalisation pouvait moduler certaines
des cibles d’épissage identifiées, la voie PI3K/Akt semble jouer un rôle majeur dans cette
reprogrammation comparativement aux autres voies de signalisation en affectant un nombre
d’évènements d’épissage significativement plus important que les autres voies de signalisation.
Enfin cette étude suggère un mode d’activation original de la protéine SRPK1. En effet ils ont
montré un système d’activation de la protéine SRPK1 par Akt dans lequel Akt une fois activé se
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fixerait à SRPK1 induisant son autophosphorylation. Cette étude met donc en avant l’existence
d’un contrôle de l’épissage alternatif par les voies de signalisation et ceci indépendamment de
la présence de mutations en cis ou en trans des régulateurs de l’épissage.
Dans les CBNPC une étude [Shultz et al., 2010] a montré que l’épissage alternatif de la
caspase 9 était dérégulée. Deux variants d’épissage ont été identifiés comme étant issus de
la transcription du gène caspase9. La caspase9 est impliquée dans la réponse à l’apoptose
induite par une chimiothérapie ainsi que dans la suppression de la transformation tumorale.
Les deux isoformes issues de l’épissage alternatif, Casp9a et Casp9b, ont des rôles antagonistes,
pro-apoptotique et anti-apoptotique respectivement. Ils ont tout d’abord mis en évidence une
diminution de plus de 50% du ratio casp9a
casp9b
dans les CBNPC et ceci quel que soit le sous-type.
Et de manière intéressante ils ont montré dans des modèles in vitro que ce ratio était diminué
lors de la surexpression de l’EGFR, ou la présence des mutations L858R et Del19. De plus ils
ont montré que la neutralisation de l’expression du variant casp9b influençait la sensibilité des
cellules A549 (modèle résistant aux EGFR-TKI) à un EGFR-TKI de 1èregénération, l’erlotinib.
Ils se sont aussi intéressés à la modulation de cet épissage par les voies de signalisation et
ont montré que la voie PI3K/Akt particulièrement pouvait réguler l’épissage du gène caspase9.
Ainsi cette étude a mis en avant une voie de signalisation impliquant la surexpression/mutation
de l’EGFR en lien avec une activation de Akt pouvant moduler l’épissage alternatif du gène
caspase9 par l’intermédiaire de SRSF1, et ayant pour conséquence de moduler la sensibilité de
lignées cellulaires de CBNPC aux EGFR-TKI et participant à la croissance tumorale.
[Jang et al., 2009]
En modulant l’expression des transcrits d’un gène, l’épissage alternatif peut être l’origine
d’une modulation de l’activité de la cellule. Dans le cas de notre étude nous avons identifié un
gène dont l’épissage alternatif est modifié et qui pourrait jouer un rôle dans la fonction biolo-
gique à laquelle nous nous intéressons. Ce gène est impliqué dans le mécanisme de l’autophagie
que nous allons décrire dans le chapitre 4.
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Chapitre 4
L’autophagie
L’autophagie est un mécanisme de dégradation par les lysosomes de matériel cytoplasmique,
d’origine endogène ou exogène. Elle est responsable de la dégradation des protéines à longue du-
rée de vie comparativement à la voie ubiquitin-protéase qui va plutôt prendre en charge les pro-
téines de courte durée de vie. Dans des conditions physiologiques, l’autophagie permet de main-
tenir l’homéostasie cellulaire en réponse à certaines conditions de stress, elle est donc en général
associée à un mécanisme de survie cellulaire. A travers différents modes d’action l’autophagie
est impliquée dans de nombreux processus physiologiques comme l’approvisionnement en acides
aminés lors de période de privation nutritive, elle joue un rôle de contrôle qualité des protéines
cytosoliques ainsi que des organites, elle permet la régulation de l’expression de certains sub-
strats, de la dégradation de certains agents pathogènes et de la présentation d’antigènes. Une
déficience de l’autophagie va notamment entrainer une diminution de la quantité d’amino acides
disponibles et entraver la synthèse de nouvelles protéines nécessaires à l’adaptation de la cellule
aux nouvelles conditions de l’environnement afin d’assurer sa survie.
4.1 Mécanisme de l’autophagie
La macro-autophagie, qui est le mécanisme d’autophagie le mieux décrit à l’heure actuelle, se ca-
ractérise par la formation d’une vésicule à double membrane appelée l’autophagosome, qui peut
prendre une place non négligeable dans le cytoplasme. Ce phénomène a attiré l’attention des
chercheurs dès les années 1950. Lors de l’activation de la macro-autophagie non sélective suite à
une baisse de la quantité de nutriments, les composants du cytoplasme vont être incorporés dans
les autophagosomes de manière non spécifique pour ensuite être dégradés dans les lysosomes.
Cependant dans certaines autres situations l’autophagie peut être sélective ce qui est notam-
ment le cas pour les organites, qui vont alors être pris en charge par l’autophagosome. Ceci
concerne notamment la dégradation des organites endommagés ou même la dégradation de bac-
téries exogènes. On distingue au total trois grands types d’autophagie : la macro-autophagie,
qui peut être sélective ou non, la micro-autophagie qui entraine la dégradation des éléments du
cytoplasme directement par invagination au niveau du lysosome et enfin l’autophagie médiée
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par les protéines chaperonnes (figure 4.1).
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Micro-autophagie Autophagie médiée par les 
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Dégradation 
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Figure 4.1: Les différents types d’autophagie
Adapté de [Mizushima and Komatsu, 2011]. La macro-autophagie : les éléments du cytoplasme
et les organites sont pris en charge par l’autophagosome pour être livrés au lysosome pour être
dégradés. La micro-autophaghie : les éléments du cytoplasme sont directement invaginés dans le
lysosome ou l’endosome tardif et dégradés. L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes
: les protéines contenant la séquence peptidique du type KFERQ vont être reconnues par les
protéines Hsc70 et co-chaperonnes et être transloquées dans le lysosome après attachement à
la protéine LAMP2.
4.1.1 Autophagie non sélective : Macro-autophagie
L’utilisation du modèle de la levure Saccharomyces cerevisiae a largement facilité l’étude de
l’autophagie. Ce modèle a permis un dépistage des protéines impliquées dans l’autophagie grâce
à l’analyse des modèles incapables d’induire l’autophagie suite à une baisse de la concentration
en nutriments. Ces études ont mené à l’identification d’une famille de protéines essentielles
à l’autophagie, il s’agit des protéines Atg (AuTophGy-related protein). Des analyses géné-
tiques chez la levure datant des années 1990 ont identifié environ 35 protéines impliquées
dans l’autophagie [Nakatogawa et al., 2009]. Parmi ces protéines Atg on va distinguer un
“noyau de protéines” dont font parties 18 des protéines Atg qui vont participer à la forma-
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tion de l’autophagosome. Ce noyau de protéines Atg est hautement conservé chez les eukary-
totes et respecte leur ordre d’intervention qui est conservé entre la levure et les mammifères
[Klionsky et al., 2003].
4.1.1.1 Les étapes de l’autophagie
Le processus d’autophagie est décrit en plusieurs étapes. Il va y avoir tout d’abord une étape de
nucléation et de formation de la membrane d’isolation, suivie d’une phase d’élongation, puis de
maturation de l’autophagosome et enfin la membrane externe de l’autophagosome va fusionner
avec le lysosome pour former l’autolysosome, où le matériel cytoplasmique va pouvoir être
dégradé. Ces étapes vont être réalisées grâce à l’intervention successive de nombreux complexes
moléculaires au sein desquels on retrouve les protéines Atg (figure 4.2).
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Figure 4.2: Formation des autophagosomes
Adapté de [Mizushima and Komatsu, 2011]
Parmi ces complexes on va retrouver entre autres le complexe ULK1 (ULK1, FIP200, Atg13L
et Atg101), le complexe VPS34 (VPS15, VPS34, Beclin-1, Atg14 et UVRAG), le système de
conjugaison ATG12 de type ubiquitin (Atg5-Atg12-ATtg16L1) et le système de conjugaison
LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3 de type II).
Lors de l’étape d’initiation de l’autophagie, le complexe ULK1 va être activé et translo-
qué à un certain endroit du réticulum endoplasmique. Il va activer le complexe PI3K (kinase
de classe III 3 phosphatidylinositol), qui va recruter les protéines Atg au niveau de la mem-
brane d’isolation (phagophore). Suite à l’activation, VPS34 va produire du phosphoinositol
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3 phosphate (PI3P) qui va soutenir l’expansion de la membrane de l’autophagosome jusqu’à
sa fermeture par les protéines Atg. La formation de PI3P va entrainer le recrutement de
la protéine DFCP1 (Double FYVE-Containing Protein 1) qui va promouvoir la formation de
l’omégasome. Les autres protéines WIPI se liant aussi au PI3P sont nécessaires à la matura-
tion de l’omégasome et de la membrane d’isolation. Au cours des phases d’élongation et de
terminaison deux systèmes de conjugaison vont intervenir : les systèmes de conjugaison Atg12
et LC3 qui seront décrits plus en détails dans la suite du manuscrit. Le recrutement de Be-
clin 1 au niveau du complexe PI3K est aussi sensible aux conditions de l’environnement. En
conditions riches en nutriments Beclin 1 forme un complexe avec Bcl2 au niveau du réticulum
endoplasmique et Beclin 1 est libéré lors de la phosphorylation de Bcl2 par JNK1.
4.1.1.2 Origine de la formation de l’autophagosome
L’autophagosome est un organite unique de par sa structure mais aussi par la dynamique
de sa régulation. En effet la formation de l’autophagosome est hautement inductible et sa
quantité peut être multipliée par 10 lors d’épisode de privation en nutriments. Ils sont ensuite
rapidement dégradés par le lysosome. Leur temps de demie vie peut être de 10 à 25 min dans
le foie [Hailey et al., 2010].
L’étude moléculaire de l’autophagie a été réalisée en partie grâce à des études génétiques
chez la levure dans laquelle les modifications génétiques ont permis de mettre en avant les rôle
des protéines Atg. L’identification des protéines Atg et l’étude de leur fonction a grandement
participé à la compréhension en détails de l’autophagie et la formation de l’autophagosome.
La formation de l’autophagosome va démarrer par la formation d’une structure appelée
PreAutophagosomal Structure (PAS) chez la levure. Cependant les preuves de son existence
chez les mammifères sont encore limitées. Le PAS pourrait être attaché ou proche du réticulum
endoplasmique qui servirait de plateforme de formation chez les mammifères (figure 4.2). Une
étude [Hamasaki et al., 2013] a montré que chez les mammifères, la formation des autophago-
somes prenait naissance au niveau d’un site de contact entre la mitochondrie et le Réticulum
Endoplasmique (RE). Ils ont notamment montré le recrutement de la protéine Atg14L à ce point
de contact. La protéine Atg14L1 est impliquée dans le complexe autophagique PI3K nécessaire
à la formation des autophagosomes. En conditions nutritives suffisantes, cette protéine diffuse
au sein de la membrane du réticulum endoplasmique. Enfin ils ont aussi montré que la protéine
Atg5, qui est une protéine qui se fixe uniquement à la membrane d’isolation, était aussi recrutée
au point de contact entre la mitochondrie et le RE, indiquant ainsi que l’autophagosome sera
localisé à ce point de contact jusqu’à la finalisation de sa formation. De plus la dissolution de
ce point de contact entre la mitochondrie et le RE empêche l’accumulation d’Atg14L démon-
trant l’importance de ce dernier dans l’initiation de la formation des autophagosomes. Chez la
levure il a été identifié que les protéines Atg11 et Atg17 sont les facteurs les plus en amont de
la formation du PAS. Atg11 n’est pas essentiel pour l’induction de l’autophagie en conditions
de privation mais semble cependant l’être pour l’induction de certaines autophagies sélectives.
Ainsi le PAS est constitutivement présent et cela même lorsque les conditions en nutriments
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sont suffisantes. Dans des conditions de privation, les protéines nécessaires à l’induction de la
macroautophagie Atg17, Atg29 et Ag31 qui sont normalement dispersées dans le cytoplasme,
vont se réunir autour du PAS. Une fois les conditions en nutriments rétablies les protéines Atg
se dispersent de nouveau dans le cytoplasme.
Le PAS permettrait ensuite la génération de la membrane d’isolation, cependant cette trans-
formation n’est pas directe et l’origine lipidique de cette membrane d’isolation reste encore
aujourd’hui une interrogation pour les scientifiques. Des études de tomographie électronique
ont apporté quelques indices sur le rôle du réticulum endoplasmique [Yla-Anttila et al., 2009,
Hayashi-Nishino et al., 2009]. Le réticulum endoplasmique adopterait une forme de courbe en-
tourant la membrane d’isolation. Et c’est au sein de cette structure que se ferait l’élongation
de l’autophagosome. Cette hypothèse reposant uniquement sur des expérimentations statiques,
d’autres études sont nécessaires afin de la confirmer. Cependant le RE ne serait pas la seule
source membranaire impliquée dans la formation des autophagosomes. D’autres études ont
montré [Itoh et al., 2008, Young et al., 2006] que la protéine Rab33B, protéine impliquée dans
la régulation du trafic membranaire qui se trouve normalement dans l’appareil de Golgi, in-
teragit avec Atg16L et Atg9L1 et ce complexe est retrouvé dans la membrane autophagique
lors de l’induction de l’autophagie. Ainsi la membrane de l’appareil de Golgi et des endo-
somes pourraient aussi contribuer à la formation des autophagosomes. Enfin d’autres études
[Mizushima et al., 2011] suggèrent que la membrane plasmique et la membrane nucléaire pour-
raient constituer un réservoir. Il semble donc que l’origine lipidique des autophagosomes puisse
être multiple. Il reste encore à déterminer si cette origine est toujours multiple ou bien si cela
dépend des conditions (voie d’activation, type d’autophagie). L’origine lipidique de la mem-
brane de l’autophagosome n’est donc pas encore complètement élucidée. La forte proximité des
autophagosomes avec le réticulum endoplasmique suggère que ce dernier pourrait constituer le
réservoir principal mais la formation des autophagosomes est loin d’être simple et une autre
étude [Hailey et al., 2010] a montré que la membrane externe de la mitochondrie pouvait servir
de réservoir à la formation des autophagosomes. Ceci soulève aussi l’hypothèse que la prove-
nance des lipides à l’origine de la formation des autophagosomes pourrait varier selon l’origine
du stress ayant entainé l’activation de l’autophagie.
4.1.1.3 Méthode d’analyse de la macroautophagie
Le mécanisme de macroautophagie est analysé essentiellement par le suivi de la dégradation
des autophagosomes. Le flux autophagique correspond à la quantité d’autophagosomes dé-
gradés. La protéine LC3-I est incorporée dans la membrane de l’autophosome en forma-
tion suite à sa lipidation pour donner LC3-II. La lipidation de cette protéine a été montrée
comme un bon indicateur de la quantité d’autophagosomes présents au sein de la cellule à
un temps donné [Kabeya et al., 2000]. Cette quantité peut être détectée par western blotting
car les poids moléculaires de LC3-I et LC3-II sont différents. Malgré un poids moléculaire
plus important que LC3-I, LC3-II migre plus rapidement du fait d’un changement confor-
mationnel. La formation des autophagosomes peut aussi être analysée par des techniques
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d’immunofluorescence via le marquage de LC3 qui va être détecté par des points au niveau
de la membrane de l’autophagosome. Cependant le mécanisme d’autophagie est un processus
dynamique et le nombre d’autophagosomes est fonction de la balance entre leur taux de syn-
thèse et leur taux de conversion dans les lysosomes, c’est à dire leur dégradation. Identifier la
quantité d’autophagosomes présents à un temps t n’est donc pas suffisant pour rendre compte
de la dynamique du phénomène. Dans la figure 4.3
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Figure 4.3: Analyse de l’autophagie, un processus dynamique
Nous illustrons ici une méthode d’analyse du flux autophagique c’est à dire la
quantité d’autophagosomes dégradée (soulignée par un trait rouge), proposée par
[Jiang and Mizushima, 2015] reposant sur l’utilisation de la bafilomycine qui bloque la
dégradation des autophagosomes [Zhang et al., 2007]. En condition normale (A) l’autophagie
peut avoir lieu, on parle d’autophagie basale. Il s’agit d’un état stable où la quantité
d’autophagosomes produite est égale à la quantité d’autophagosomes dégradée. Les différents
cas de figures sont représentés suite à traitement. Dans cet exemple on peut voir qu’une
diminution de la quantité d’autophagosomes détectable dans la cellule peut être due soit à une
activation de la dégradation (D) soit à un arrêt de la production (E), et une augmentation
peut être le résultat d’un arrêt de la dégradation (C) ou bien d’une activation de la production
(B). Sous traitement bafilomycine, les autophagosomes qui sont normalement dégradés sans
bafilomycine vont maintenant être détectables au sein de la cellule (B’, C’, D’, E’). L’analyse
de la différence entre la condition traitée avec bafilomycine et sans bafilomycine va permettre
de rendre compte de la quantité d’autophagosomes dégradée et ainsi déterminer l’action du
traitement. On peut voir qu’il y a une augmentation seulement dans la condition où il y a
effectivement une activation du flux autophagique.
85
nous illustrons une technique proposée par [Jiang and Mizushima, 2015] pour l’étude de
l’autophagie. Cette technique permet de déterminer le flux autophagique qui correspond à la
quantité d’autophagosomes dégradés.
4.1.2 L’autophagie Sélective
En plus de l’autophagie canonique non sélective au cours de laquelle les petits éléménts du
cytoplasme vont être pris en charge par le phagophore puis encapsulés dans l’autophagosome
pour être livrés au lysosome, d’autres formes d’autophagies, impliquant aussi la formation
d’autophagosomes, dites sélectives ont été décrites. Cette autophagie concerne la dégradation
des organites comme la mitochondrie (mitophagie), les peroxisomes (pexophagie) ou bien encore
la dégradation de bactéries intracellulaires (xenophagie). Là aussi les protéines Atg jouent un
rôle majeur dans la reconnaissance des différents organites. Si ces phénomènes ont été observés,
les mécanismes d’incorporation sélective des cargos dans la membrane restent encore largement
inconnus.
4.1.2.1 La mitophagie
La mitophagie est la dégradation des mitochondries par autophagie. Les mitochondries sont
régulièrement retrouvées dans les autophagosomes en conditions de privation en nutriments.
Il semblerait que ce mécanisme soit bien sélectif et nécessiterait l’implication des protéines
Atg11, Atg20 et Atg24 [Kanki and Klionsky, 2008]. La mitochondrie est une source importante
d’énergie pour le fonctionnement de la cellule, cependant lorsqu’elle est endommagée elle va
générer de nombreux signaux de stress entrainant un dysfonctionnement cellulaire et induire la
mort cellulaire programmée. Le maintien de l’homeostasie cellulaire se fait donc aussi par la
dégradation des mitochondries endommagées via l’autophagie, ce que l’on appelle la mitophagie.
Ce mécanisme se situe donc directement à l’interface entre l’autophagie et l’apoptose.
4.1.2.2 La xenophagie
En plus de permettre le recyclage des éléments intracellulaires en réponse aux stress environ-
nementaux, certains travaux [Sui et al., 2017] soulèvent l’hypothèse que l’autophagie pourrait
jouer un rôle non négligeable dans l’élimination d’éléments pathogènes tels que les bactéries et
les virus, processus qu’on appelle xenophagie, car entrainant l’élimination de micro-organismes
étrangers à la cellule. Cependant lors d’une infection bactérienne prolongée, l’organisme pa-
thogène peut dans certains cas utiliser la xenophagie comme moyen de survie. Enfin des liens
ont été montrés entre le processus de carcinogenèse et la xenophagie. Cette dernière pourrait
jouer un rôle anti-tumoral dans les étapes précoces de carcinogénèse mais pourrait ensuite fa-
voriser la survie cellulaire et la croissance tumorale en réponse aux stress environnementaux
lors d’infections bactériennes.
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4.1.3 Autophagie non-canonique
4.1.3.1 Autophagie médiée par les protéines chaperonnes
On parlera de CMA (Chaperone-Mediated Autophagy). Ce type d’autophagie permet la dégra-
dation de protéines cytosoliques par les lysosomes sans que cela nécessite une prise en charge par
des vésicules ou l’invagination de membranes. Cela ne nécessite donc pas une réorganisation de
la membrane. Les éléments du cytoplasme vont être reconnus par la protéine chaperonne Hsc70
et être directement transloqués dans les lysosomes via un complexe protéique de translocation
à la membrane du lysosome comprenant la protéine LAMP2. Seules les protéines solubles
porteuses du motif KFERQ lié à HSPA8 vont pouvoir être dégradées par ce type d’autophagie.
4.1.3.2 La microautophagy
Ce troisième type d’autophagie va se dérouler grâce à la prise en charge des éléments du cyto-
plasme directement par invagination de la membrane du lysosome. Cependant le mécanisme
de ce type d’autophagie reste encore peu caractérisé en particulier chez les mammifères. La
dynamique membranaire de ce mécanisme va être semblable voire identique au système de
triage endosomal (ESCRT, Endosomal Sorting Complex Required for Transport) nécessaire au
transport dépendant des corps multivésiculaires (MVB, Multi vesicular Body).
4.1.4 Lien entre autophagie et mort cellulaire
La mort cellulaire programmée est un mécanisme hautement régulé qui contrôle le devenir de
la cellule en réponse à certains stress ou stimulis externes. Trois types de mort cellulaire ont
été décrits : l’apoptose (type I), la mort cellulaire autophagique (type II) et la nécrose (type
III). L’idée de mort cellulaire par autophagie remonte aux toutes premières observations par
microscopie de mort cellulaire. En effet les scientifiques ont observé que la mort des cellules
pouvait s’accompagner d’une accumulation d’autophagosomes et d’autolysosomes dans le cyto-
plasme [Eskelinen et al., 2011]. Morphologiquement ces cellules sont très différentes des cellules
en apoptose ou en nécrose. C’est ainsi qu’est venue l’expression de “mort cellulaire autopha-
gique”. Cependant lorsqu’on parle de mort cellulaire autophagique il reste controversé de savoir
s’il s’agit d’une mort par autophagie ou bien si l’autophagie est un mécanisme spectateur de la
mort cellulaire ou même s’il s’agit d’une réaction cellulaire afin d’éviter la mort cellulaire.
Il existe de nombreux liens [Liu and Levine, 2014] entre les deux voies que sont l’autophagie
et l’apoptose. L’un des plus décrits est l’interaction de la protéine Beclin 1 à domaine BH3
impliquée dans l’autophagie avec les protéines anti-apoptotiques, Bcl2 et Bcl-x. Une étude
[Pattingre et al., 2005] a notamment montré que dans le cas de conditions riches en nutriments,
l’activité autophagique de Beclin 1 est inhibée par son interaction avec la protéine Bcl2. Il existe
plusieurs mécanismes cellulaires pouvant moduler cette interaction et ainsi activer ou inhiber
l’autophagie. La dissociation du complexe Beclin 1/Bcl2 est nécessaire pour l’induction de
l’autophagie suite à une baisse de nutriments dans le milieu.
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D’autre part, une étude [Murthy et al., 2014] a montré que la protéine Atg16L1 pouvait être
impliquée à l’interface de ces deux voies de signalisation. En effet la présence d’un polymor-
phisme d’un seul nucléotide (Single Nucleotide Polyhmorphism, SNP) sur le gène d’ATG16L1
entraine la production d’une isoforme protéique différente, ce qui a notamment été mis en
corrélation avec l’incidence de la maladie de Crohn. Cette étude a mis en évidence que les
acides aminés 296-299 étaient un motif de clivage par la caspase 3 et que le variant T300A
d’ATG16L1 (impactant l’exon 9) augmentait fortement la sensibilité au clivage médié par la
caspase 3. De manière intéressante ils ont aussi montré que l’activation de récepteurs de mort
cellulaire ou bien l’induction d’un stress métabolique par privation de milieu entrainent la dé-
gradation du variant d’ATG16L1 inhibant ainsi l’autophagie. La déletion du gène codant pour
la caspase 3 restore l’induction de l’autophagie en conditions de privation. Cette étude a plus
particulièrement mis en évidence que l’activation de l’apoptose par TNF-α (Tumor Necrosis
Factor) entraine le clivage de l’isoforme Atg16L1 β. De plus ils ont montré que si la mutation
T300A favorisait le clivage d’ATG16L1 par la caspase 3, certaines autres mutations pouvaient
elles favoriser l’inhibition de ce clivage. Ainsi en plus de l’inhibition de mTOR, la privation de
nutriment peut inhiber l’autophagie par clivage d’Atg16L1 par la caspase 3.
Un mécanisme de mort cellulaire dépendant de gènes impliqués dans l’autophagie et non
apoptotique a aussi été mis en évidence [Liu et al., 2013]. Cette mort cellulaire dépendante
uniquement de l’autophagie est appelée “l’autosis”. Ce mécanisme est caractérisé par une forte
adhérence cellule-substrat, par une dilatation et une fragmentation du réticulum endoplas-
mique dans les phases précoces suivi de sa disparition dans les étapes plus tardives et par
une convolution de la membrane nucléaire et un gonflement focal de l’espace péri-nucléaire.
Cette forme de mort cellulaire est contrôlée par une pompe ATPase Na+/K+, qui est l’une des
caractéristiques permettant d’identifier ce mécanisme de mort cellulaire en plus de l’absence
de preuves morphologiques, biochimiques et génétiques de l’implication d’une autre voie de
mort cellulaire et du changement morphologique caractéristique. Le NCCD (Nomenclature
Committee on Cell Death) recommande d’inhiber génétiquement le mécanisme d’autophagie
afin de montrer un mécanisme de mort cellulaire par autophagie. Cependant il reste encore
à déterminer si le mécanisme d’autosis est un sous-type de mort cellulaire autophagique ou
bien si toutes les morts cellulaires par autophagie se produisent par le mécanisme d’autosis
[Liu and Levine, 2014]. Une autre étude [Yu et al., 2004] a mis en évidence une voie de signa-
lisation impliquée dans une mort autophagique non-apoptotique. Ils ont notamment montré
que deux gènes clés de l’autophagie, Atg7 et beclin1 étaient nécessaires à l’induction de cette
mort non-apoptotique. De plus cette mort autophagique peut être contrôlée par la voie des
caspases et plus particulièrement par la caspase 8. Les cellules dans lesquelles l’expression de
la caspase 8 est diminuée montrent une augmentation de l’autophagie qui s’accompagne d’une
mort cellulaire. Ils émettent l’hypothèse que ce lien entre voie apoptotique et autophagique
pourrait permettre de contre-carrer l’inhibition des voies apoptotiques qui a parfois lieu lors
d’infections virales capables d’inhiber les caspases, et ainsi tout de même permettre la mort
cellulaire par autophagie.
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4.1.5 Autophagie et processus de tumorigénèse
L’autophagie est un processus essentiel au maintien de l’homéostasie des cellules saines. Elle
peut faire défaut à certaines cellules tumorales. Une étude [Liang et al., 1999] a montré le rôle
de médiation de la protéine Beclin1 dans l’autophagie et le développement tumoral dans un
modèle de cancer mammaire. Beclin 1 est une protéine à domaine CCD, capable d’interagir avec
Bcl-2. Ils ont plus particulièrement montré que Beclin 1 était capable d’induire l’autophagie et
que cela s’accompagnait d’une diminution de la prolifération tumorale. L’expression de Beclin
1 est généralement faible dans les modèles cellulaires humains de cancer du sein et plus élevée
dans les tissus sains. Ces résultats suggèrent que Beclin 1 pourrait jouer un rôle de suppresseur
de tumeur et que la diminution de son expression, responsable d’une diminution d’un profil
autophagique, pourrait contribuer au développement et à la progression tumorale du cancer du
sein.
Dans les CBNPC [Zheng et al., 2018] une méta-analyse a montré qu’une forte expression
de Beclin1 prédit un meilleur statut clinicopathologique et un meilleur pronostic.
4.2 ATG16L1
Certains gènes, dont fait partie ATG16L1 sont actuellement décrits pour être uniquement
impliqués dans la macro-autophagie. On retrouve: ATG3, ATG5, ATG7, ATG9, ATG13,
ATG16L1, ULK1, BECN1 et VPS34.
Atg16L1 est une protéine de 607 acides aminés d’une taille d’environ 68 kDa (figure 4.4).
C’est une protéine adaptatrice avec un domaine N-terminal qui va contenir le domaine de fixa-
tion à la protéine Atg5 suivi d’une structure en bobine enroulée impliquée dans l’oligomérisation
de la protéine ainsi que dans l’interaction avec d’autres protéines impliquées dans l’autophagie
comme WIPI2 et Rab3, petite protéine GTPase située dans l’appareil de Golgi. A travers
leur interaction avec Atg16L1, ces deux protéines vont permettre de moduler l’élongation de
l’autophagosome. Et enfin dans la partie C-terminal se trouve la répétition de 7 domaines
WD (domaine d’environ 40 acides aminés se terminant par le dipeptide tryptophane-acide as-
partique, W-D, dont la répétition en tandem permet la formation d’une structure circulaire,
on parle de protéine à structure solénoide). La répétition de ces 7 domaines WD n’est pas
retrouvée dans la protéine homologue chez la levure. Récemment il a été mis en évidence
[Song et al., 2018] l’importance des modifications post-traductionnelles sur la régulation de
l’activité d’Atg16L1. Ils ont notamment mis en avant le rôle de la méthylation sur la lysine 151
dans la fixation d’Atg16L1 au complexe Atg5-Atg12. De plus la methylation d’Atg16L1 sur sa
lysine 151 inhibe sa phosphorylation au niveau S139. Ces modifications ont des conséquences
sur l’activation de l’autophagie dans des modèles cellulaires de cardiomyocytes.
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Figure 4.4: Structure Atg16L1
Adapté de [Milica et al., 2017]
4.2.1 Les différentes isoformes d’ATG16L1
Des études in silico ont identifié 7 isoformes de cette protéine issues de l’épissage alternatif chez
l’Homme [Jiang et al., 2013]. Par technique de western blotting, deux isoformes sont princi-
palement détectées : ATG16L1α et ATG16L1β. Cependant peu d’études ont caractérisé ces
deux isoformes. Une étude [Jiang et al., 2013] a cloné trois isoformes d’Atg16L1 : Atg16L1-1
qui contient la séquence complète de la protéine, Atg16L1-2 qui ne contient pas l’exon 8 et
Atg16L1-3 qui ne contient pas le coiled-coil domain. De manière intéressante ils ont mon-
tré que les trois différentes isoformes co-localisaient avec la MDC (Modensylcadaverine) qui
s’accumule dans les compartiments sub-cellulaires acides impliqués dans l’autophagie. No-
tamment Atg16L1-1 montre une plus forte co-localisation avec la MDC que les deux autres
isoformes. De plus Atg16L1-2 était le seul de ces trois isoformes à ne pas co-localiser à la mito-
chondrie. Fonctionnellement, la surexpression des trois isoformes favorise l’autophagie mais ce
degré varie selon l’isoforme avec une activation qui semble être plus importante pour Atg16L1-
1>Atg16L1-2>Atg16L1-3. Il semblerait donc que ces trois isoformes pourraient avoir des effets
différents sur l’autophagie.
4.2.2 Fonction d’ATG16L1 dans l’autophagie
Atg16L1 va permettre la stabilisation de l’interaction entre Atg12 (ubiquitin like protein) et
Atg5 (E3 ubiquitin ligase-like protéine) qui sont deux protéines qui vont interagir de manière
covalente (figure 4.5).
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ATG12 ATG10
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ATG12 ATG5 ATG16L1
ATG16L1ATG5ATG12
pro-LC3
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AMP+PPi
LC3 PE = LC3-II
Figure 4.5: Les deux systèmes de type ubiquitin
Adapté de [Nakatogawa et al., 2009, Mizushima and Komatsu, 2011]
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Figure 4.6: Interaction d’Atg16L1 dans l’autophagie
Adapté de [Eszter et al., 2013] . Les protéines Atg16L1 vont interagir par l’intermédiaire de
leur coiled coil domaine (CCD) pour former des homo-dimères et ainsi interagir avec plusieurs
complexes Atg5-Atg12. La conjugaison du complexe Atg12 à Atg16L1 va entrainer l’exposition
d’un domaine de fixation membranaire d’Atg5 et permettre sa fixation aux précurseurs de la
membrane du phagophore. Le complexe Atg3-LC3 préalabement activé par Atg7 va être recruté
à la membrane du phagophore par l’interaction entre Atg3 et Atg12. LC3 se trouve ainsi à
proximité de PE (phosphatidyl ethanolamine) permettant ainsi sa lipidation.
On parlera du complexe de conjugaison Atg12 qui va agir comme une ligase E3 et permettre
la lipidation de LC3. Il est présent spécifiquement au niveau de la membrane d’isolation et
n’est pas retrouvé sur les autophagosomes matures [Mizushima et al., 2003a]. La conjugaison
de Atg5 à Atg12 est nécessaire à l’élongation de la membrane d’isolation. La protéine Atg12 va
tout d’abord être activée par la conjugaison à Atg7 par une liaison thioester riche en énergie
grâce à une molécule d’ATP. Atg12 va ensuite être transférée à la protéine Atg10 et enfin Atg5.
Le complexe Atg12-Atg5 va finalement se conjuguer de manière non covalente à Atg16L1 qui
va interagir avec le complexe Atg12 par l’intermédiaire de son domaine en bobine enroulée et
va être capable de se lier à plusieurs complexes en même temps pour ainsi former un complexe
de 800 kDa chez les mammifères (figure 4.6) [Mizushima et al., 2003c]. Ce complexe va aussi
être nécessaire pour la localisation de la protéine LC3 au niveau de la membrane d’isolation. Si
le complexe Atg12-Atg5-Atg16L1 va se dissocier de l’autophagosome mature, LC3 lui va rester
attaché à la membrane de l’autophagosome même après dissociation du complexe. Comme dit
précédemment, LC3 existe sous deux formes [Kabeya et al., 2000], LC3-I qui est le résultat de
la suppression de 22 acides aminés au niveau C-terminal de LC3 (pro-forme) et qui se trouve
dans le cytosol et LC3-II qui est le résultat de la lipidation de LC3-I, et qui se trouve au
niveau de la membrane de l’autophagosome. Ainsi l’accumulation de LC3-II au niveau de la
membrane de l’autophagosome représente un bon indicateur de la quantité d’autophagosomes
présents dans la cellule.
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4.3 Les membres de la famille EGFR, l’autophagie et la
survie ou la mort cellulaire
4.3.1 Régulation de l’autophagie par les voies de l’EGFR
4.3.1.1 Régulation par la voie de signalisation mTOR
L’autophagie peut être induite par la privation de nutriments et notamment par une diminution
d’apport en acides aminés et/ou en facteur de croissance. Ces deux voies convergent vers la
voie de signalisation mTOR complexe 1 qui est une voie de signalisation à protéine kinase
sensible à la concentration en nutriments. La voie de signalisation PI3K/mTOR est l’une des
principales voies de régulation de l’autophagie. Elle va inhiber la formation des autophagosomes
en catalysant la phosphorylation d’inactivation de ATG13 et ULK1 (figure 4.7).
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Figure 4.7: Régulation de l’autophagie par la voie mTOR
En conditions pauvres en nutriments, l’inactivation de mTORC1 va entrainer la déphosphoryla-
tion de Atg13 qui va permettre d’activer la protéine kinase Ulk1 (Atg1 chez la levure) et le recru-
tement d’autres protéines Atg essentielles pour l’initiation de la formation de l’autophagosome.
Adapté de [Nakatogawa et al., 2009].
Cette voie va aussi inhiber la macroautophagie en empêchant la translocation nucléaire du
facteur de transcription EB (TFEB, un facteur de transcription clé de la macroautophagie et
de la synthèse des lysosomes). L’inhibition de cette voie permet une activation de l’autophagie
et cela même en conditions où les nutriments sont présents en quantité suffisante dans le milieu.
Enfin cette voie peut être modulée par les voies de signalisation PI3K/Akt et Raf/Mek/Erk
[Liu et al., 2017].
4.3.1.2 Régulation par la voie des MAPK
Récemment des études [Sooro et al., 2018] ont mis en avant le rôle de la voie RAS/RAF/MEK/ERK
dans la modulation de l’autophagie. Une étude [Corcelle et al., 2006] a notamment montré dans
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des cellules de Sertoli qu’une activation continue de la voie Erk seule, suite à une exposition à
l’agent carcinogène Lindane, était suffisante pour induire l’autophagie.
4.3.2 L’autophagie et la résistance aux thérapies ciblées anti-EGFR
dans les CBNPC
Si l’autophagie semble jouer un rôle de régulateur de l’homéostasie dans les cellules saines,
son rôle dans la réponse aux thérapies cancéreuses est moins claire. Notamment en ce qui
concerne la réponse aux EGFR-TKI pour lesquels de nombreuses études contradictoires ont
été publiées. Il a été décrit [Gorzalczany et al., 2011, Han et al., 2011] que les EGFR-TKI
entrainent une activation de l’autophagie. Cependant les résultats restent conflictuels quant au
rôle cytoprotecteur ou cytotoxiques de l’induction de l’autophagie en réponse aux EGFR-TKI.
Récemment une étude [Wang et al., 2018] s’est intéressée à l’ubiquitylation des protéines
dans des modèles de CBNPC porteurs de la mutation activatrice de l’EGFR et ayant acquis
une résistance au gefitinib. Suite à une analyse globale du protéome et de l’ubiquitylome, ils
ont mis en évidence le changement d’expression de 3773 protéines et l’ubiquitylation de 2893 ly-
sines dans 1415 protéines différentes et montré un enrichissement des protéines impliquées dans
les voies de l’endocytose et des lysosomes, qui participent aussi au contrôle de l’autophagie.
Cette étude suggère donc que les voies de contrôle de l’autophagie pourraient être dérégulées
dans le cas de résistance aux EGFR-TKI. Une autre étude [Wei et al., 2013] a montré com-
ment l’EGFR pouvait réguler l’autophagie et dans quelle mesure cela pouvait contribuer à la
résistance aux EGFR-TKI dans des modèles de CBNPC porteurs de la mutation activatrice
de l’EGFR. Ils ont montré que l’activation de l’EGFR permettait son interaction avec Beclin
1, entrainant ainsi la phosphorylation de cette dernière sur plusieurs sites tyrosine, ceci ayant
pour conséquence de favoriser l’interaction de la beclin 1 avec ses inhibiteurs et de diminuer
son activité à travers vps34. L’activation de l’EGFR est donc responsable d’une diminution de
l’activité autophagique par l’intermédiaire de son interaction avec la Beclin 1. Le traitement
par EGFR-TKI empêche la phosphorylation de Beclin 1 par l’EGFR entrainant une diminution
de la fixation à ses inhibiteurs et permettant ainsi de restorer l’autophagie dans les CBNPC
porteurs de la mutation activatrice de l’EGFR. De manière intéressante, ils ont montré que ce
contrôle de l’autophagie était indépendant de la voie mTOR. Enfin ils ont montré que la sup-
pression de l’autophagie dans ces modèles contribuait à la progression tumorale, à l’altération de
la différenciation des cellules cancéreuses et pouvait contribuer à la résistance aux EGFR-TKI.
Ils se sont plus particulièrement intéressés au modèle cellulaire H1975, porteur de la mutation
activatrice de l’EGFR ainsi que de la mutation de résistance aux EGFR-TKI T790M. Dans
ce modèle le traitement par EGFR-TKI n’induit pas l’autophagie. Cette étude suggère donc
qu’une induction de l’autophagie pourrait contribuer à la réponse anti-tumorale générée par les
EGFR-TKI et que son inactivation pourrait être impliquée dans la résistance à ces traitements.
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Historiquement l’équipe s’intéresse aux mécanismes moléculaires participant aux processus
de carcinogénèse broncho-pulmonaire. La définition de la notion de driver oncogene suite à
l’identification de mutations activatrices de l’EGFR a entrainé une importante évolution dans le
taitement des CBNPC. Cette découverte s’est faite grâce au développement de petites molécules
ciblant l’activité de l’EGFR qui sont aujourd’hui utilisées en première ligne de traitement dans
les populations de patients séléctionnés. En activant des voies de prolifération et de survie
cellulaire, ces drivers oncogene jouent un rôle clé dans le développement des CBNPC. Si les
EGFR-TKI ont représenté une avancée majeure dans la prise en charge des patients, ils font
inéluctablement face à l’apparition de mécanismes de résistance diminuant grandement leur
efficacité. Depuis quelques années l’équipe s’intéresse aux mécanismes de progression tumorale
dans les modèles porteurs de mutations activatrices de l’EGFR [Dayde et al., 2015] ainsi qu’aux
mécanismes de résistance aux EGFR-TKI [Guerard et al., 2018].
L’équipe développe aussi des travaux autour des mécanismes moléculaires de régulation
de l’expression du génome impliquant l’épissage alternatif. Il a été décrit que l’expression et
l’épissage de nombreux transcrits sont dérégulés dans de nombreux types de cancers y compris
les cancers du poumon. Les protéines SR jouent un rôle majeur dans la régulation de l’épissage
des ARNm, et le laboratoire a montré que l’expression des protéines SRSF1 et SRSF2 était
dérégulée dans les CBNPC [Gout et al., 2012]. L’équipe a aussi montré le rôle de ces facteurs
d’épissage dans la réponse à certaines thérapies anti-cancéreuse [Edmond et al., 2011b].
Dans ce contexte nous nous sommes intéressées au rôle de l’épissage alternatif dans la
réponse aux thérapies anti-EGFR et plus particulièrement dans le cas de résistance acquise aux
EGFR-TKI.
Au sein du laboratoire ont été générés des modèles cellulaires d’adénocarcinomes pulmo-
naires, dérivés de la lignée sensible PC9, porteurs de la mutation activatrice Del19 de l’EGFR
et rendus résistant à l’apoptose induite par les EGFR-TKI. Mon travail a consisté dans un
premier temps à étudier le rôle des protéines SR dans la réponse apoptotique induite par le
gefitinib dans ces modèles cellulaires. Nous avons ainsi montré que les clones résistants pré-
sentent une accumulation de l’expression de la protéine SRSF2, et que cette dernière semble
contribuer à la résistance à l’apoptose induite par le gefitinib. Dans un second temps nous
nous sommes penchées sur l’identification des cibles potentielles de SRSF2 et leur rôle dans
la résistance. Pour cela nous avons réalisé une analyse de séquençage de l’ARN à haut débit,
en focalisant notre étude sur l’évènement d’épissage appelé exon skipping, ce qui nous a mené
à l’étude du gène ATG16L1 décrit pour être impliqué dans l’autophagie. Nous montrons que
l’épissage d’Atg16L1 en faveur des transcrits contenant l’Exon 8 contribue à la résistance à
l’apoptose dans les clones résistants. Enfin dans un dernier temps nous avons tenté de mettre
en avant le rôle des transcrits d’Atg16L1 dans la modulation de l’activité de l’autophagie et
l’impact sur la résistance à l’apoptose induite par le gefitinib dans nos modèles cellulaires. Nos
résultats suggèrent que l’activation de l’autophagie en réponse à un traitement par gefitinib
observée dans la lignée sensible n’est pas observée dans les clones résistants, et que l’inhibition
de l’autophagie en réponse au gefitinib est corrélée avec un phénotype de résistance.
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Présentation de l’étude
L’utilisation des EGFR-TKI dans les CBNPC porteurs d’une mutation activatrice de l’EGFR
a représenté une avancée majeure dans la prise en charge des patients. Cependant au bout de
20 mois de traitement, la tumeur progresse de nouveau suite à l’émergence de mécanismes de
résistance.
Les résultats de l’équipe ont montré que l’expression des protéines SRSF1 et SRSF2 est
dérégulée dans les CBNPC [Gout et al., 2012]. Il a aussi été montré que les facteurs d’épissage
pouvaient moduler la réponse à certaines thérapies anti-cancéreuses [Edmond et al., 2011b,
Edmond et al., 2011a]. Sur la base de ces résultats nous avons émis l’hypothèse que l’épissage
alternatif pouvait contribuer à la mise en place de mécanismes de résistance aux EGFR-TKI.
Pour répondre à cette question nous avons étudié le rôle des protéines SR dans la réponse à
l’apoptose induite par le gefitinib et nous nous sommes intéressés aux cibles potentielles des
protéines SR en étudiant les patrons d’épissage des transcrits dans les clones résistants et les
cellules sensibles.
Résultats
Le facteur d’épissage SRSF2 contibue à la résistance acquise
au gefitinib
Au sein du laboratoire ont été développés des clones résistants au gefitinib issus de la lignée
cellulaire sensible PC9, une lignée d’adénocarcinome pulmonaire porteuse de la mutation ac-
tivatrice de l’EGFR Del19. Dans certains de ces clones nous avons observé une accumulation
de la protéine SRSF2. Nous nous sommes ensuite posé la question du rôle que les protéines
SR pouvaient jouer dans la réponse à l’apoptose induite par le gefitinib dans les clones résis-
tants. De manière intéressante, nous avons montré que la neutralisation de SRSF2 sensibilise
les clones résistants à l’apoptose induite par le gefitinib. Ces résultats suggèrent qu’il existerait
une signalisation dépendante de SRSF2 impliquée dans la réponse à l’apoptose induite par le
gefitinib dans nos modèles cellulaires.
La dérégulation de l’épissage alternatif d’Atg16L1 est asso-
ciée à une résistance au gefitinib dependante de SRSF2
Nous nous sommes ensuite intéressées aux cibles de la protéine SRSF2 potentiellement impli-
quées dans la réponse à l’apoptose induite par le gefitinib dans les clones résistants. L’analyse
d’une étude RNA-seq comparant les patrons d’épissage de la lignée sensible aux clones résis-
tants nous a conduits à identifier Atg16L1 comme un acteur potentiel de la réponse à l’apoptose
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médiée par SRSF2 dans les clones résistants. En effet les clones résistants présentent une ac-
cumulation de l’expression des transcrits contenant l’exon 8 d’Atg16L1 comparativement à la
lignée sensible. De plus en réponse au gefitinib, la neutralisation de SRSF2 entraine une mo-
dulation de l’épissage d’Atg16L1 et s’accompagne d’une resensibilisation à l’apoptose dans les
clones résistants.
La neutralisation des transcrits d’Atg16L1 contenant l’exon8
sensibilise les clones résistants à l’apoptose induite par le ge-
fitinib
Afin d’étudier si les transcrits d’Atg16L1 contenant l’exon8 étaient impliqués dans la résis-
tance au gefitinib, nous avons ensuite utilisé des siARN spécifiquement dirigés contre l’exon8
d’Atg16L. Nous montrons que la neutralisation des transcrits contenant l’exon 8 d’Atg16L1
sensibilise les clones résistants à l’apoptose induite par le gefitinib. Atg16L1 est une protéine
qui a été décrite comme étant impliquée dans l’autophagie. En participant à la formation des
autophagosomes, Atg16L1 est un acteur clé de ce processus et une neutralisation de son ex-
pression est léthale lors du développement embryonnaire. Nous avons observé que les clones
résistants au gefitinib présentaient une activité autophagique diminuée. De plus la resensibilisa-
tion à l’apoptose des clones résistants s’accompagne d’une réactivation de l’autophagie comme
cela est observé lors d’un traitement par le gefitinib dans la lignée sensbible PC9.
Le rôle des transcrits d’Atg16L1 contenant l’exon8 sur l’autophagie
dans la réponse à l’apoptose induite par le gefitinib et exten-
sion sur l’activité autophagique d’autres modèles cellulaires
de résistance aux EGFR-TKI
Nous nous sommes ensuite posé la question de savoir si cette anomalie d’épissage était res-
treinte à la résistance au gefitinib ou bien si elle pouvait être retrouvée dans d’autres modèles
cellulaires. Nous avons pu observer l’expression majoritaire des transcrits d’Atg16L1 contenant
l’exon 8 dans d’autres modèles cellulaires. Plus particulièrement nous avons pu observé cette
anomalie dans des clones résistants d’adénocarcinomes pulmonaires issus de la lignée PC9 ren-
dus résistants à un EGFR-TKi de deuxième génération le dacomitinib ainsi que dans un modèle
d’adénocarcninome pulmonaire porteur de la mutation de résistance au gefitinib T790M. De
plus dans ces modèles l’anomalie d’épissage d’Atg16L1 s’accompagne d’une activité restreinte
de l’autophagie.
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Conclusion
Dans cette étude nous montrons qu’il existerait un axe de signalisation SRSF2/Atg16L1 impli-
qué dans la résistance à l’apoptose induite par le gefitinib dans des modèles de résistance acquise
aux EGFR-TKI. L’accumulation des trancrits contenant l’exon8 d’Atg16L1 serait à l’origine
d’un phénotype de résistance. Et la resensibilisation à l’apoptose s’accompagnerait d’une ré-
activation de l’autophagie, et une inhibition de l’autophagie contribuerait à la résistance au
gefitinib.
102
103
Chapitre 5
Autophagic gene ATG16-L1 undergoes a
resistant alternative splicing switch in
lung cancer treated with EGFR-TKI
Anne-Sophie Hatat1, Clara Benoit-Pilven2, Pascal Perron1, Amandine Rey2, Didier Auboeuf2,
Béatrice Eymin1 and Sylvie Gazzeri1
1Equipe RNA splicing, Cell Signaling and response to therapies, Insitute for Advanced
Biosciences (IAB), INSERM U1209, CNRS UMR 5309, Université Grenoble Alpes Cedex 09,
France
2Laboratoire de Biologie et de modélisation de la cellule, CNRS UMR 5239, ENS Lyon, France
Corresponding author :
Sylvie Gazzeri INSERM U1209 – UMR 5309 IAB
RNA splicing, Cell signaling and Response to therapies Team
Allée des Alpes, 38700 La Tronche France
Sylvie.Gazzeri@univ-grenoble-alpes.fr
Phone : 33 4 76 54 94 76 Fax : 33 4 76 54 94 13
Running Title :
Deregulated alternative splicing of ATG16-L1 in gefitinib-resistant lung cancer
Key words :
Alternative splicing, autophagy, EGFR-TKI, resistance, lung cancer
104
Abstract
Recent studies show that pre-mRNA alternative splicing contributes to the response to targeted
therapies in cancer. To study the role of alternative splicing in resistance to EGFR-TKI, we
generated resistant clones by exposing sensitive PC9 lung adenocarcinoma cells to increasing
amount of gefitinib. In these clones, we observed a specific accumulation of the SRSF2 splicing
regulator. Neutralization of SRSF2 using siRNA restored apoptosis induction in response to ge-
fitinib. By using high-throughput RNA sequencing, we observed dysregulated splicing patterns
in resistant clones compared to sensitive PC9 cells, and showed that aberrant inclusion of exon
8 of autophagic gene ATG16-L1 is associated with SRSF2-dependent resistance to apoptosis by
gefitinib. In resistant cells which had a decreased basal autophagic activity compared to parental
sensitive cells, specific neutralization of exon 8-containing ATG16-L1 transcript by RNA inter-
ference induced autophagy and promoted apoptosis in response to gefitinib. Resistant switch
of ATG16-L1 mRNA splicing was also observed in PC9-derived clones with acquired resistance
to dacomitinib and in H1975 cells with the T790M-EGFR mutation, and was associated with
decreased autophagy. These results strongly suggest that autophagy contributes to acquired
resistance to EGFR-TKI. They identify alternative splicing regulation as an important way
to promote resistance to EGFR-TKI and suggest that the use of splicing modulation might
contribute to the definition of new therapeutic approaches to overcome EGFR-TKI resistance.
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Introduction
Alternative splicing is a key molecular mechanism for increasing the functional diversity of
the eukaryotic proteomes. A large body of evidence implicates aberrant regulation of splicing
in various human diseases, including cancer, and genome-wide studies have long revealed the
existence of cancer-specific splicing patterns [12, 34, 36]. Both mutations in cis-acting splicing
elements and alterations in the expression and/or activity of splicing regulatory factors drasti-
cally affect the splicing profile of many-cancer-associated genes. As an example, we previously
reported aberrant expression of splicing factors of the SR family and associated splicing changes
in lung cancer [23, 10]. Aberrant splicing also provide a means for therapeutic evasion and there
are emerging evidence that resistance could be achieved through aberrant splicing. In pancreatic
ductal adenocarcinoma, resistance to gemcitabine is mediated by pro-survival aberrant splicing
of MNK2 and PKM2 genes [2, 4]. In acute lymphoblastic leukaemia (B-ALL), inactive CD19
spliced variant contributes to resistance to immunotherapy [30]. In melanomas, resistance to
RAF inhibitor is mediated by dimerization of aberrantly spliced BRAF(V600E) [24]. These
data highlight alternative splicing regulation as a molecular mechanism of resistance to cancer
therapy including chemotherapy, immunotherapy and specific molecular targeted therapy.
In the past decade, the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) has become an impor-
tant therapeutic target for patients with lung tumor. First-generation EGFR tyrosine kinase
inhibitors (EGFR-TKIs) gefitinib and erlotinib and second generation EGFR-TKI afatinib are
effective clinical therapies for advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) patients who har-
bor EGFR-activating mutations, with improved progression free survival rate over traditional
platinum-based chemotherapy [21, 18, 22, 26, 29]. Currently, they are the standart of care for
the first-line treatment in this indication. However, despite their proven efficacy, resistance to
these treatments inevitably develops (also called « acquired resistance »), most commonly due
to a second EGFR mutation, EGFR T790M, (around 50-70% of resistance cases) [31, 28, 38].
Third generation EGFR-TKI osimertinib has demonstrated clinical efficacy against tumors with
the resistant EGFR T790M mutation and was initially approved in this setting [13, 20, 37].
Recently, osimertinib was also approved for first-line treatment of EGFR-activating mutation
patients by FDA [29] adding another therapeutic option for patients with advanced lung can-
cer. However, resistance to treatment is again systematically observed. EGFR-independent
resistance mechanisms to EGFR-TKIs have been identified that include parallel activation of
downstream signalling pathways (MET, HER2..), histologic or phenotypic transformation and
additional genetic alterations. However, treatment of T790M-negative desease is still an area of
unmet medical need. Based on the molecular evolution of lung tumors under EGFR-TKI treat-
ment, the understanding of the molecular mechanisms underlying resistance to EGFR-TKIs is
therefore important in designing new drugs and therapeutic strategies to maximize survival.
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Autophagy is an essential process for tissue homeostasis which is responsible for degrading
long-lived proteins and maintaining amino acid pools during stress conditions, such as chronic
starvation. Macroautophagy, the best characterized type of autophagy, involves the sequestra-
tion of cytosol and organelles in a double-membrane vesicle called the autophagosome which
is subsequently delivered to the lysosome for bulk degradation. Autophagosome formation and
breakdown are regulated by autophagy-related(Atg) genes. ATG16-L1 is essential for autophagy
as it contributes to the elongation and expansion of the phagophore [39]. ATG16-L1 is part of
an ATG12-ATG5-ATG16L1 complex which localizes to pre-autophagosomal membranes where
it determines the site of the microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) lipidation
which is essential for the formation of mature autophagosomes [7]. There is mounting evidence
of a potential role for autophagy in the ability of cancers to develop resistance to radio- chemo-
and targeted therapies including Tyrosine kinase inhibitors [1, 16, 19]. In lung cancer, EGFR
inhibitors have been reported to induce autophagy [9, 11]. However, the role of autophagy in the
response or resistance to EGFR-TKI is still a subject of debate, and the molecular mechanisms
underlying autophagy regulation in this setting are largely unknown.
In this study, we provide evidence that splicing regulation of the autophagic ATG16-L1 gene
contributes to acquired resistance to EGFR-TKI in lung cancer.
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Results
The splicing modulator SRSF2 contributes to acquired re-
sistance to gefitinib
We generated a mass culture of cells resistant to EGFR inhibition (PC9-GR) by growing PC9
sensitive cells with increasing amounts of gefitinib to a final concentration of 90nM for up to
7 months using previously described methods [6] (Figure 5.1 A). Cell viability assay confir-
med that PC9-GR cells are highly resistant to gefitinib compared with the parental PC9 cells
(Figure5.1 B). Resistant clones were then isolated from this mass culture of cells by dilution
limiting with continous exposure to 90nM gefitinib, and studied for the expression of splicing
factors of the SR family. Western blot analysis with antibodies against SRSF1, SRSF2, SRSF3
and SRSF6 revealed that some clones had a specific accumulation of the SRSF2 protein (Figure
5.1 C). Cell viability assays confirmed that these clones are highly resistant to gefitinib (Figure
5.1 D). To study whether SRSF2 could play a role in the resistance to gefitinib, GR1 and GR2
clones were transfected with small interfering RNAs (siRNAs) targeted to human SR genes or
with mismatched siRNA as a control, and grown in the presence of gefitinib. Apoptosis was
studied by active caspase 3 staining and FACs analysis. Gefitinib concentration was chosen to
induce apoptosis in sensitive PC9 cells but not in the resistant GR1/2 clones in the absence
of siRNA (Supplementary Figure 5.7). Neutralization efficiency of SR mRNAs was studied by
quantitative PCR (Figures 5.1 E and 5.1F, lower panels). Depletion of SR members in resistant
GR cells did not significantly impact apoptosis in the absence of gefitinib. However, when cells
were grown with gefitinib, the neutralization of SRSF2 (Figures 5.1 E and 5.1 F, upper panels)
but not of SRSF3 (Figures 5.1 E and 5.1 F, upper panels) or SRSF6 (data not shown) induced
apoptosis compared to cells transfected with a mismatched control siRNA (Figures 5.1 E and
5.1 F, upper panels). Taken together these results suggested that a specific SRSF2-dependent
pathway contributes to the resistance to gefitinib.
Deregulated splicing of ATG16-L1 is associated with SRSF2-
dependent resistance to gefitinib
To investigate the molecular targets of SRSF2 involved in the resistance to gefitinib, we perfor-
med high-throughput RNA sequencing (RNA-seq) in sensitive PC9 and resistant GR1/2 cells
(Figure 5.2 A). Differential alternative splicing (AS), defined as significantly altered events in
resistant cells compared to sensitive cells, were examined from the RNAseq data as previously
described [3] and categorized into five classes : exon skipping, alternative acceptor site, alterna-
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tive donor site, mutually exclusive exons and multi-exon skipping. We analyzed the distribution
of these AS classes and observed that exon skipping was one of the most frequent classes of
splice events significantly deregulated in resistant GR1/2 cells compared to sensitive PC9 (Fi-
gure 5.2 B and supplementary Table 5.1). Sixty six altered exon skipping events were detected
and 36 of them could be confirmed by using RT-PCR (supplementary Table 5.2). To establish
if these AS changes were involved in SRSF2-dependent resistance to gefitinib, we took advan-
tage of our previous results showing that neutralization of SRSF2 re-senzitizes resistant cells to
apoptosis induced by gefitinib (Figure 5.1 E and 5.1 F). Our hypothesis was that the splicing
of a good gene candidate could shift from a « resistant GR1/2 like » profile to a « sensitive
PC9 like » profile when the cells are re-sensitized to apoptosis. Altered exon skipping events
for the 36 selected genes were studied by RT-PCR from RNA extracts of GR clones transfected
with mismatch control or SRSF2 siRNA and treated or not with gefitinib. We found that only
one gene, namely autophagy-related 16-like 1 (ATG16-L1), met the criteria mentionned above.
The altered splicing pattern of this gene was an aberrant inclusion of its exon 8 in GR1/2 cells
compared to parental PC9 cells (Figure 5.2 C). Treatment with gefitinib or SRSF2 neutrali-
zation had no significant effect on the splicing pattern of ATG16-L1 in GR1 and GR2 cells
(Figure 5.2 D and 5.2 E). When cells were depleted from SRSF2 and grown with gefitinib, a
splicing shift was observed in favor of the expression of ATG16-L1 transcripts without exon 8
(Figure 5.2 D and 5.2 E). In contrast, the splicing switch was not found when neutralization
of SRSF3 was performed in the same cells treated with gefitinib. Of note an increased expres-
sion of ATG16-L1 transcripts containing exon 8 was observed following SRSF3 knock-down
indicating that ATG16-L1 may be a splicing target of SRSF3 in the absence of EGFR-TKI
treatment. We concluded that a SRSF2/ATG16-L1 signaling pathway may contribute to the
resistance to gefitinib. In silico analyses suggest the existence of several alternative ATG16-L1
mRNAs but it is not known if they all encode proteins [Jiang and Mizushima, 2015]. In our
tumor cell lines, western blotting revealed the existence of two ATG16-L1 isoforms with very
close molecular weigths (Figure 5.2 F). Interestingly we observed that, compared to PC9, GR1
and GR2 cells expressed a higher level of the slower migrating isoform. To test whether this
isoform arises from ATG16-L1 transcripts that contain exon 8, we transfected GR1 and GR2
cells with siRNA that specifically targeted exon 8 of ATG16-L1 (Figure 5.3 A). As illustrated
in Figure 5.2 G, a clear inhibition of the expression of exon8-containing mRNAs was observed
by RT/PCR in both clones. This was accompagnied by the disappearance of the upper proteic
isoform of ATG16-L1 as detected by western blotting (Figure 5.2 H). These data strongly sug-
gested that this ATG16-L1 isoform is encoded by transcript(s) that contain(s) the exon 8 of
the gene.
Neutralization of exon8-containing transcript of ATG16-L1
restores sensitivity to gefitinib
Neutralization of exon8-containing transcript of ATG16-L1 restores sensitivity to gefitinib Our
results suggested that expression of transcripts containing exon 8 of ATG16-L1 contribute to
acquired resistance to gefitinib. To test this hypothesis, we transfected GR1 and GR2 cells
with control mismatched (Ctl) or exon 8 ATG16-L1 siRNA (siEx8) and the apoptotic response
was evaluated following gefitinib treatment as described above. Based on our previous studies
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(Figure 5.2 G and 5.2 H), the neutralization of exon-8-containing ATG16-L1 mRNA was studied
by western blotting (Figure 5.3 B right panel and 5.3 C lower panel). Transfecting cells with
siEx8 in the absence of TKI had no significant effect on apoptosis (Figure 5.3 B left panel and 5.3
C upper panel). When cells were co-treated with gefitinib, a significant induction of apoptosis
was observed in both GR1 and GR2 cells compared to cells transfected with control siRNA.
These data indicated that neutralization of exon-8-containing ATG16-L1 mRNA restores the
sensitivity of GR1/2 cells to apoptosis induced by gefitinib . In contrast, transfecting cells with
siRNA designed to specifically target the exon7-9 junction of ATG16-L1 (Figure 5.3 A) had no
effect on the apoptosis level of GR1 and GR2 cells grown with gefitinib (Figure 5.3 D). As a
whole, these results indicated that AS shift towards inclusion of exon8 in ATG16-L1 mRNA
contributes to acquired resistance to gefitinib.
Resistant cells have a decreased autophagic activity
ATG16-L1 is an essential component of the autophagic pathway. Therefore, we suspected
that autophagy may be disregulated by aberrant AS of ATG16-L1 in resistant cells. To re-
spond, we monitored autophagic activity in sensitive and resistant cells. Accumulation of the
autophagosome-associated lipidated form of LC3, namely LC3-II, was observed by western
blotting in GR1 and GR2 cells compared to PC9 cells (Figure 5.4 A) revealing autophagosome
accumulation in resistant cells. To decipher whether this could reflect increased generation of
autophagosomes and/or a block in autophagosome maturation and the completion of the auto-
phagy pathway, we performed « autophagic flux » assays. Treating PC9 cells with Bafilomycin
A1 which inhibits autophagosome-lysosome fusion resulted in a strong upregulation of LC3-II
levels (Figure 5.4 A and 5.4 B) compared to untreated cells. In contrast, a small increase of the
amount of LC3-II was observed when GR cells were incubated with Bafilomycin A1 compared to
untreated cells (Figure 5.4 A and 5.4 B), thereby indicating that autophagosome accumulation
occurs in resistant cells due to inhibition of autophagic degradation. Same results were obtained
by measuring LC3-II punctua following immunofluorescent staining and confocal microscopy
(Figure 5.4 C and 5.4 D). Moreover, serum depletion resulted in marked autophagy induction
in PC9 cells as evidenced by increased LC3-II conversion, and the amount of LC3-II further
accumulated in the presence of Bafilomycin A1 which indicated enhancement of the autophagic
flux (Figure 5.4 E and 5.4 F). In resistant cells, although starvation upregulated LC3-II levels
(Figure 5.4 E), the amount of LC3-II did not further accumulated when bafilomycin A1 was
added to serum-starved cells (Figure 5.4 F) revealing that autophagic flux was strongly redu-
ced compared to PC9 cells. We concluded from all these experiments that resistant cells has a
diminished autophagic activity compared to sensitive cells.
Neutralization of exon8-containing transcript of ATG16-L1
enhances autophagy in resistant cells treated with gefitinib
We investigated whether siEx8-induced apoptosis in GR cells treated with gefitinib involved
regulation of autophagy. Treating resistant cells with gefitinib induced LC3-II conversion but
the amount of LC3-II did not further accumulate in the presence of Bafimolycin A1 (Figure
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5.5 A and 5.5 B). Furthermore, increased expression of SQSTM1, an autophagic substrate, was
observed in response to gefitinib (Figure 5.5 C and 5.5 D). These results indicated that gefitinib
inhibits the degradation of autophagosomes in resistant cells. Same results were obtained when
expression of exon8-containing mRNAs of ATG16-L1 was neutralized (Figure 5.5 A to 5.5 D). In
contrast, cells transfected with siRNA against exon 8 of ATG16-L1 and co-treated with gefitinib
accumulated LC3-II, and the amount of LC3-II was increased in the presence of bafilomycin
(Figure 5.5 A and 5.5 B) revealing enhancement of autophagic flux. In agreement with these
results a decreased expression of SQSTM1 was observed in the same conditions compared
to cells treated with gefitinib or transfected with siEx8 alone (Figure 5.5 C and 5.5 D). We
concluded that elimination of the ATG16-L1-exon8 isoform is an effective means to induce
autophagy in response to gefitinib. Importantly, resensitization of resistant cells to gefitinib-
induced apoptosis by eliminating exon 8-containing ATG16-L1 mRNA was prevented when cells
were co-treated with Bafilomycin (Figure 5.5 E). Taken together, these data strongly suggested
that reduced autophagic activity contributes to the resistance of lung tumor to gefitinib, and
identified aberrant splicing of the autophagic ATG16-L1 gene as a molecular determinant of
the resistance process.
Aberrant splicing of ATG16-L1 is not restricted to resistance
to gefitinib
Finally, we investigated whether aberrant splicing of ATG16-L1 could be found in other contexts
of EGFR-TKI resistance. In a similar way that for gefitinib-resistant cells, we generated clones
resistant to 2nd and 3rd generation of EGFR-TKI by growing PC9 cells with increasing amounts
of dacomitinib and osimertinib respectively (Figure 5.6 A and Supplementary Figure 5.8 A).
Using RT/PCR, we could observed deregulated splicing of ATG16-L1 mRNA in clones resis-
tant to dacomitinib (Figure 5.6 B) but not in clones resistant to osimertinib (Supplementary
Figure 5.8 B). These results were confirmed by studying the expression of ATG16-L1 isoforms
by western blotting. An increased expression of the slower migrating form of ATG16-L1 was
detected in cells resistant to dacomitinib (Figure 5.6 C) but not to osimertinib (Supplementary
Figure 5.8 C) as compared to sensitive PC9 cells. Moreover, aberrant splicing of ATG16-L1
was detected in the H1975 cell line which is resistant to gefitinib due to the presence of the
T790M mutation. RT/PCR and western blotting revealed increased expression of ATG16-L1
transcript with inclusion of exon 8 (Figure 5.6 D) as well as upregulation of the slower migrating
ATG16-L1 protein isoform (Figure 5.6 E) compared to PC9 cells. In agreement with aberrant
splicing of ATG16-L1, both dacomitinib-resistant and H1975 cells had reduced autophagic ac-
tivity compared to PC9 cells, as detected by LC3-II and SQSTM1 immunoblotting following
Bafilomycin treatment (Figure 5.6 F). In contrast, the autophagic activity of the resistant osi-
mertinib clones did not appear to be altered compared to PC9 cells (Suppplementary Figure
5.8 D). As a whole, these results indicated that aberrant splicing of ATG16-L1 is not restricted
to gefitinib resistance.
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Discussion
One of the biggest challenges in cancer treatment is to overcome therapy resistance. While
specific splicing profiles have been associated with cancer initiation and progression, the role
of alternative splicing regulation in cancer therapy resistance is much less understood. Yet, a
growing number of studies has revealed perturbation of alternative splicing in drug resistant
tumors through altered expression of splicing factors or mutations of regulatory elements of
carcinogenesis-related genes. Alternative splicing is now emerging as an attractive target for
therapeutic intervention, and a wide range of therapeutic strategies have been developped
to reprogram splicing events linked to cancer pathologies. In this study, we identify a splicing
switch of ATG16-L1 gene in lung tumor cells and demonstrate that this splicing event is involved
in the resistance to EGFR-TKI. These results unravel splicing modulation as a new mean to
overcome EGFR-TKI resistance in lung cancer.
Splice factors of the SR family have been involved in the initiation and progression of cancer
[32, 33]. However, only a few studies have evaluated their role in tumor response to therapy. In
cisplatin-treated breast cancer cells, SRSF4 was reported to regulate splicing events leading to
cell death [8]. In pancreatic ductal adenocarcinoma exposed to gemcitabine the expression of
SRSF1 was enhanced, and induced resistance to the drug by promoting a pro-survival splicing
of the MNK2b variant 2. In small-cell lung cancer, whole exome sequencing and transcriptomic
sequencing showed that SRSF1 upregulation may be associated with cisplatin and topotecan
resistance [14]. In this study, accumulation of the SRSF2 splicing regulator was found in NSCLC
with acquired resistance to gefitinib and its neutralization using siRNA restored the ability of
resistant cells to enter apoptosis in response to EGFR inhibition. Importantly, we identified a
pro-survival splicing switch of the ATG16-L1 gene as a resistance mecanism mediated by SRSF2
in this context. Together, these data strongly suggest that the SRSF2/ATG16-L1 pathway
represents an escape route utilized by lung cancer cells to withstand TKI treatment.
ATG16-L1 is absolutely required for autophagy machinery via participating in the early
steps of formation of vesicular autophagosomes. In humans, multiple isoforms of ATG16-L1
have been identified as a result of alternative splicing events [25]. Compiling data from different
databases suggest the existence of at least seven isoforms of ATG16-L1 in humans of which five
contains exon 8 [15]. However, the upstream signals and mechanisms governing the regulation of
alternative splicing of ATG16-L1 expression as well as the role of each isoform on autophagy are
largely unknown. In this study, we showed that long time exposure to EGFR-TKI modulates
alternative splicing of ATG16-L1, and identified SR proteins as potential regulators of ATG16-
L1 splicing in this setting. We also found that expression of specific ATG16-L1 isoform(s)
translated from mRNAs that retain exon8 is associated with decreased autophagic activity
in lung tumors cells resistant to EGFR-TKI. Interestingly, we noticed that neutralization of
112
exon 8-containing ATG16-L1 mRNAs induces the accumulation of ATG16-L1 isoforms that
come from transcripts that do not contain exon 8 (Figure 5.2 G and 5.2 F) suggesting a
feed-back control between both isoforms. Previous studies reported that ATG16-L1 isoforms
may display different autophagic activities [27, 15]. Therefore it remains to determine which
ATG16-L1 isoforms, translated from RNAs with or without exon 8, are responsible for the
reduced autophagic activity associated with EGFR-TKI resistance in lung tumors.
Several studies have shown a link between EGFR signaling and autophagy. Notably, the
PI3K/Akt/mTOR axis which is a downstream target of EGFR is a well-known inhibitor of
autophagy [17]. More recently Wei et al reported that active EGFR, including EGFR with
activating cancer-driving mutation, can inhibit autophagy independently of mTOR via its in-
teraction with Beclin 1 [35]. Interestingly, they showed that Beclin1 control by EGFR may
contribute to resistance to EGFR-TKI. In our study, we define a new molecular link between
autophagy and resistance to EGFR-TKI. In cells with acquired resistance to gefitinib or daco-
mitinib as well as in H1975 cells with the resistant T790M EGFR mutation, we demonstrate
aberrant alternative splicing of ATG16-L1. All these cells have reduced autophagic activity com-
pared to sensitive cells. Specific neutralization of resistant ATG16-L1 splicing isoform induces
autophagy and restores sensitivity to EGFR-TKI gefitinib. Together, our data strongly suggest
that autophagy inhibition contributes to resistance of lung cancer to EGFR-TKI and identify
ATG16-L1 as a key target in this process. Inactive splice variants generated from BIM dele-
tion polymorphism were previously reported to mediate intrinsic EGFR-TKI resistance in lung
cancer [26]. Therefore, alternative splicing regulation appears as an important way to promote
resistance to EGFR-TKI. Technological advancements that modulate alternative splicing using
pharmacological inhibition of spliceosome modulators or small molecules or antisense oligonu-
cleotides are under study and have demonstrated their interest in the corrections of aberrant
splices. It is therefore tempting to speculate that the use of such molecules in combination with
EGFR-targeting molecular therapies could help define new therapeutic approaches in selected
patient populations.
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Materials and Methods
Cells lines, cell culture and reagents
PC9 cells have the Δ746-750 EGFR activating mutation and are TKI-sensitive. They were
provided by Dr A.Gazdar and recently authenticated by DNA STR profiling (ATCC cell line
Authentification Service, LGC standarts, Molsheim, France). The gefitinib-, dacomitinib- and
osimertinib-resistant cell lines were established in a manner similar to previously described
methods [6]. Sensitive PC9 cells were exposed to increasing amounts of gefitinib (from 10 nM
to 90 nM corresponding to IC30 to IC60 in parental cells) or dacomitinib (from 1 nM to
10 nM corresponding to IC30 to IC60 in parental cells) over approximately 6 months until
cells displayed near-normal growth kinetics. Resistant clones were then isolated by dilution
limiting in 96 well plates with continuous exposure to 90nM gefitinib or 10nM dacomitinib.
Cell viability was used to confirm gefitinib or dacomitinib resistance. These clones maintained
resistance even after withdrawal of gefitinib or dacomitinib from the culture media for over
16 weeks, indicating an irreversible phenotype. They were then cultured without drugs and
their resistance to EGFR-TKI was examined periodically. Absence of mycoplasma was checked
every 6 months. Clones resistant to gefitinib or dacomitinib did not exhibit the EGFR-T790M
mutation nor MET and FGFR1 amplification or SCLC histology (data not shown). Clones
resistant to osimertinib did not carry the EGFR-C797S mutation. All cell lines were cultured
in RPMI 1640 + GlutaMAX medium (Gibco, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10%
fœtal calf serum in a humidified incubator with 5% CO2 at 37°C. Gefitinib and dacomitinib
were purchased from Selleckchem (Souffelweyerheim, France).
Transfection of siRNA oligonucleotides
Transfection was performed using JetPrime reagent (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France)
following the manufacturer’s instructions and cells were analyzed 72 hours post-transfection.
The sequences designed to specifically target human SRSF2, SRSF3, exon 8 of ATG16-L1 and
ex7-9 junction of ATG16-L1 RNAs were as follow :
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Gene Sequence
SRSF2 (F02) 5’-UCGAAGUCUCGGUCCCGCUCCCGCACUC-3’
SRSF2 (G07) 5’-GAGGACGCUAUGGAUGCCAUGGACG-3’
SRSF3 (a1) 5’-CGAGAGCUAGAUGGAAGAACA- 3’
SRSF3 (a2) 5’-GACGGAAUUGGAACGGGCUUU-3’
ATG16-L1 ex8 5’-CUGGAUUCUAUCACUAAUAUC- 3’
ATG16-L1 ex7-9 5’-CAGCAGAGCAGCCACGAGAUU-3’
mis-match 5´-UCGGCUCUUACGCAUUCAA-3´
RNA extraction, reverse transcription, PCR and qPCR ana-
lyses
RNA was extracted using a high pure RNA isolation kit (Roche Diagnostics) according to
the manufacturer’s protocol and subjected to Reverse Transcription using iScript RT supermix
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). PCR was carried out using GoTaq (Promega Charbon-
nieres les Bains, France). Primers used for amplification of aberrant splicing of ATG16-L1 cDNA
were
gene exon sequence
ATG16-L1 7 S 5’-TGACATTGAGGTCATTGTGG-3’
ATG16-L1 9 AS 5’- CAGAACCAGGATGAGTATCC-3’
Quantitative PCR (qPCR) was performed with iTaq Uni- versal SYBR Green Supermix
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Primers used for cDNA amplification of SRSF2 and
SRSF3 were as follow :
gene sequence sens sequence anti-sens
SRSF2 5’-CCACTCAGAGCTATGAGCTACG- 3’ 5’-ACTCCTTGGTGTAGCGATCC-3’
SRSF3 5’-TGGCTACTATGGACCACTCC- 3’ 5’-TCTCGGACTGCATCAGCTGC-3’
Amplification of GAPDH was performed in all experiments and used as a reference gene.
Relative gene expression was calculated for each sample as the ratio of target cDNA copy num-
ber to GAPDH copy number. Growth inhibition assay and apoptosis detection Cell numbers
after various treatments in 96-well plates were estimated by MTS assay and growth inhibition
was calculated. Apoptosis was evaluated with the PE-conjugated monoclonal active caspase 3
antibody apoptosis kit (BD Biosciences, Pharmingen) according to the manufacturer’s instruc-
tions.
Immunoblotting
Cells were lysed in a buffer containing 1% DOC, 100mM Hepes pH 7,4, 150mM NaCl, 1%
tween20, 1mM DTT, 0.02 M NaF, 1 mM Na3VO4, 1X EDTA-free Protease Inhbibitor Cocktail
(Roche Diagnostics) and sonication was applied. Centrifugation was then performed for 30 min
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at 4°C and protein concentration was evaluated in supernatant. Analysis of protein expres-
sion was performed by western blotting as previously described [5]. Anti-SRSF6 (clone 9-1-56)
was from CalbioChem (MerckMillipore, Molsheim, France). Anti-GAPDH and anti-actin (C-2)
were from Santa-Cruz (Clinisciences, Montrouge, France). Anti-LC3 (D11XP), anti-SQSTM1
(D5E2) and anti-ATG16-L1 (D6D5) were purchased from Cell Signaling (Ozyme, Montigny-le-
Bretonneux, France). Anti-SRSF2 (1SC4F11) (Euromedex, Souffelweyersheim, France). Anti-
SRSF3 (7B4) was from Invitrogen and anti-SRSF1 (96) from Thermoscientific. (Thermofisher,
Villebon sur Yvette, France). LC3-II, SQSTM1 and GAPDH intensities were quantified using
the ImageJ software (ImageJ, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) and the
relative densitometric areas for LC3-II and SQSTM1 were determined according to GAPDH
signal in each condition. Relative LC3-II and SQSTM1 levels were represented as fold increase
relative to untreated cells which were arbitrarily assigned to 1.
Indirect immunofluorescence
Cells were fixed with 2% paraformaldehyde in TBS for 10 min at room temperature, washed
three times with TBS, and permeabilized with methanol for 10 min at 4°C. Blocking was
performed in 5% BSA and primary antibodies were incubated overnight at 4°C. Cells were
vizualised with an Apotome Axioimager Z1 microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) and the
AxioVision® software at a 63x magnification and processed with Icy software.
Statistical analysis
Data represent the mean ± SD of three independent experiments. Continuous variables were
compared using t-test or the Kruskall-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test. P ≤
0.05 was considered as statistically significant. All analyses were performed using Statview 4.1
software (Abacus Concept, Inc).
Acknowledgments
This work was supported by the “Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale”
U1209, the “Fondation ARC pour la recherche sur le cancer” (grant n° 20151203148) and la Ligue
Nationale contre Le Cancer “Comité de Savoie” and “comité de l’Isère”. A.S.H was supported
by the French Research Ministry and by the “Fondation ARC pour la recherche sur le cancer”.
116
0 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
1 2 3 4 5 6 7 
Pe
rc
en
t o
f v
ia
bi
lit
y 
0 
5 
10 
15 
20 
25 
30 
1 
  
  
0,0001  0,001  0,01    0,1       1        10      100
Pe
rc
en
t o
f v
ia
bi
lit
y 
0,0001  0,001  0,01    0,1       1        10      100
0 
20 
40 
60 
80 
100 
120 
140 
PC9 
GR1 
GR2 
  
  
0 
5 
10 
15 
20 
25 
A
po
pt
os
is
 (%
) 
PC9 
7 months 
PC9R GR1 
GR2 
GR3 
SRSF1
SRSF2
SRSF3
SRSF6
GAPDH
PC9GR
PC9
mis         siSRSF2         siSRSF3
geﬁtinib     -        +      -       +          -        + geﬁtinib        -        +     -        +          -        + 
mis           siSRSF2         siSRSF3
Geﬁtinib
NT
NT
Geﬁtinib
GR1 GR2
mis          siSRSF2        siSRSF3 mis          siSRSF2      siSRSF3
SRSF2
SRSF3
SRSF2
SRSF3
BA
C D
E F
A
po
pt
os
is
 (%
) 
Re
la
tiv
e 
le
ve
l o
f 
m
RN
A 
ex
pr
es
si
on
Re
la
tiv
e 
le
ve
l o
f 
m
RN
A 
ex
pr
es
si
on
Geﬁtinib concentration (µM)    
Geﬁtinib concentration (µM)    
Geﬁtinib   
Figure 5.1: The splicing modulator SRSF2 contributes to acquired resistance to gefitinib
A :PC9 sensitive cells were cultured in the presence of increasing doses of gefitinib for 7 months.
Resistant cell mass (PC9R) was subjected to dilution limiting to isolate resistant clones (GR).
B : Parental PC9 and mass culture of resistant PC9R cells were treated with indicated concen-
trations of gefitinib for 96 hours and viable cells were quantified. C :Expression of SR proteins in
GR1 and GR2 resistant clones compared to parental PC9 cells. GAPDH was used as a loading
control. D : 96 hours cell viability assay with gefitinib was performed in PC9, GR1 and GR2
cells. E, F : GR1 (E) and GR2 (F) cells were transfected with control (Ctl) siRNA or siRNA
against SRSF2 (siSRSF2) or SRSF3 (siSRSF3), and cultured or not with gefitinib (0.1 μM) for
48 hours. Apoptosis was quantified by active caspase 3 staining and FACS analysis (upper pa-
nels). Bars are means ± SD per treatment condition, n = 3 Kruskal-Wallis test, ** p ≤ 0.01,* p
≤ 0.05. Representative neutralization of SR proteins assessed by Q/PCR are illustrated (lower
panels).
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Figure 5.2: Deregulated splicing of ATG16-L1 is associated with SRSF2-dependentresistance
to gefitinib
A : Technical strategy followed to identify altered splicing events linked to acquired resistance
to gefitinib. B : Altered splicing events identified in resistant cells compared to sensitive cells.
Among 66 exon skipping events, 36 could be validated by RT/PCR in resistant clones compared
to parental sensitive cells. C : Representative RT/PCR analysis of ATG16-L1 mRNA showing
higher inclusion of exon 8 in resistant clones (GR1, GR2) compared to sensitive cells (PC9)
as detected by RT/PCR. Arrows indicate the location of the primers used for amplification.
Percentage of exon 8 inclusion is indicated below the PCR blot. D : Representative RT/PCR
analysis of exon 8 inclusion in ATG16-L1 mRNA of GR1 (upper panel) and GR2 (lower panel)
cells transfected with control (Ctl) or SRSF2/SRSF3 siRNA and treated or not with gefitinib
(0.1μM) for 72 hours. Percentage of exon 8 inclusion is indicated below each PCR blot. F :
Western blot analysis of ATG16-L1 in resistant GR1 and GR2 and sensitive PC9 cells. GAPDH
was used as a loading control. G, H : GR1 and GR2 cells were transfected with control (Ctl)
or ATG16-L1 exon 8 siRNA (siex8) for 72 hours. Expression of ATG16-L1 was studied by
RT/PCR (G) and by western blotting (H). GAPDH was used as a loading control.
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Figure 5.3: Neutralization of exon8-containing transcript of ATG16-L1 restores sensitivity to
gefitinib
A : Schematic representation of siRNAs designed to inhibit transcripts with or without exon
8 of ATG16-L1. B, C, D : GR cells were transfected with control (Ctl) or ATG16-L1 siRNAs
against exon 8 (siEx8) or the exon7/exon9 junction (siEx7/9) as indicated, and grown for 72
hours ± gefitinib (0.1μM). Apoptosis was evaluated by cleaved caspase 3 staining and FACS
analysis. Neutralization of specific ATG16-L1 mRNAs was studied by vizualization of distinct
ATG16-L1 isoforms using western blot analysis. Actin was used as a loading control. Bars are
means ± SD per treatment condition. n = 3. * p ≤ 0.05 , ** p ≤ 0.01, t-test.
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Figure 5.4: Resistant cells have a decreased autophagic activity
A : Cells were grown ± the autophagic inhibitor Bafilomycin A1 for 2 hours (0.1M) and the
autophagic LC3-II protein was studied by blotting. GAPDH was used as a loading control. B :
Quantification of A. LC3-II/GAPDH ratios were calculated in each condition using Image J.
Relative LC3-II levels are represented as fold increase relative to non-treated cells which were
arbitrarily assigned to 1 in each cell line. Means ± SD, n = 3. C : Representative images of
LC3 puncta in indicated cells lines grown in the absence (-) or presence of bafilomycin A1
(0.1μM) for 2 hours and subjected to immunofluorescent staining with anti-LC3-II antibody.
D : Quantification of LC3-II puncta in conditions shown in (C), (≥50 cells analyzed per sample)
E : Cells were grown in complete medium or serum starved for 2 hours to induce autophagy.
In the same time Bafilomycin A1 (0.1μM) was added or not to the culture medium. Western
blotting was performed using indicated antibodies. F : Quantification of E. LC3-II/GAPDH
ratios were calculated in each condition using Image J. Relative LC3-II levels are represented
as fold increase relative to non-treated cells which were arbitrarily assigned to 1 in each cell
line. Data represent the mean of 2 independent experiments.
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Figure 5.5: Neutralization of exon8-containing transcript of ATG16-L1 enhances autophagy
in resistant cells treated with gefitinib
A : GR1 cells were transfected with control (-) or specific siRNA against exon 8 (siEx8) of
ATG16-L1 for 72 hours. Growth medium was changed and cells were grown ± gefitinib (0.1μM)
and ± Bafilomycin A1 (0.1μM) for 2 additional hours. Autophagy was assessed by the mean of
LC3-II and SQSTM1 levels in immunoblots. Neutralization of exon 8 of ATG16-L1 was tudied
by western blotting. GAPDH was used as a loading control. Representative immunoblots are
illustrated. B : Quantification of LC3-II levels of A. LC3-II/GAPDH ratios were calculated
using image J. Relative LC3-II levels are represented as fold increase relative to untreated cells
which were arbitrarily assigned to 1. Data represent the mean of 2 independent experiments. C :
GR1 cells were transfected with control (-) or specific siRNA against exon 8 (siEx8) of ATG16-
L1 for 72 hours. Growth medium was changed and cells were grown ± gefitinib (0.1μM) for 2
additional hours. Representative immunoblots are illustrated. D : Quantification of SQSTM1
levels of C. SQSTM1/GAPDH ratios were calculated using image J. Relative SQSTM1 levels
are represented as fold increase relative to untreated cells which were arbitrarily assigned to
1. Data represent the mean of 2 independent experiments. E : GR1 cells were transfected
with control (-) or specific siRNA against exon 8 (siEx8) of ATG16-L1 and grown ± gefitinib
(0.1μM) and ± Bafilomycin A1 (0.1μM) for 72 hours. Apoptosis was studied by cleaved caspase
3 staining and FACS analysis. Data represent the mean of 2 independent experiments.
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Figure 5.6: Aberrant splicing of ATG16-L1 is not restricted to resistance to gefitinib
A : 96 hours cell viability assays were performed in dacomitinib resistant clones DR1 and DR2
derived from the PC9 cell line. B, C : Aberrant inclusion of exon 8 of ATG16-L1 was observed
by RT/PCR and western blotting respectively in DR1 and DR2 compared to PC9. D, E :
H1975 cells with resistant T790M mutation display aberrant inclusion of exon 8 of ATG16-L1
as detected by RT/PCR and western blotting respectively. F : Cells were grown for 2 hours
± Bafilomycin A1 (0.1μM). Autophagy was studied by western blotting using anti-LC3 and
anti-SQSTM1 antibodies. GAPDH was used as a loading control.
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Figure 5.7: Supplementary figure 1
Cells were grown with or without gefitinib (0.1μM) for 48 hours. Apoptosis was studied using
active caspase 3 staining and FACS analysis.
Splice event number
Exon skipping 66
Alternative acceptor site 81
Alternative donor site 33
Mutually exclusive exons 1
Multi-exons skipping 34
Table 5.1: Supplementary table 1
High-throughput RNA sequencing (RNAseq) was performed in sensitive PC9 and resistant
GR1/2 cells. Significant altered splicing events from RNAseq data were examined in resistant
cells compared to sensitive ones as described previously [3].
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Figure 5.8: Supplementary figure 2
Altered splicing of ATG16-L1 toward exon 8 inclusion is not observed in osimertinib resistant
clones. A, 96 hours cell viability assays were performed in osimertinib resistant clone AZ1 deri-
ved from the PC9 cell line. B, Representative RT/PCR analysis of ATG16-L1 mRNA showing
absence of altered inclusion of exon 8 in resistant clones (AZ1, AZ2) compared to sensitive
cells (PC9). C, Western blotting showing similar expression of ATG16- L1 isoforms in AZ1
and AZ2 compared to PC9 cells. D, Cells were grown for 2 hours ± Bafilomycin A1 (0.1mM).
Autophagy was studied by western blotting using anti-LC3 and anti-SQSTM1 antibodies. AZ1
cells have same autophagic activity than PC9 cells.
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Gene name Exon Exon regulation
DNAJC16 2 down
ACOT9 6 up
PPP3CB 16 up
PQLC3 6 up
GK 22 up
AASDH 2 up
TRAPPC9 6 down
FAM48A 5 up
SCMH1 6 down
ZNF250 5 down
EHBP1 5 up
RALGPS1 7 down
PFKM 15 down
LRP8 19 up
DFNB31 4 down
ATG16L1 8 up
VEZT 7 down
HHLA3 3 up
SULF2 20 up
TMC6 14 down
CBFA2T2 8 up
DCAF10 6 up
MBNL1 12 up
CLASP1 22 up
SLC25A25 6 up
ESYT2 16 up
DHODH 5 down
EIF4H 5 down
ZNF207 10 up
RNF8 6 up
SGOL1 7 down
RAB17 4 down
ADK 7 up
CD46 13 up
SLC3A2 4 down
ARFGAP2 8 up
Table 5.2: Supplementary table 2
Genes whose altered exon skipping events in gefitinib-resistant clones were confirmed by
RT/PCR.
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5.1 Rôle des protéines SR dans la régulation de l’épissage
d’Atg16L1 en réponse au gefitinib
Lors de notre étude nous avons mis en évidence l’accumulation protéique de SRSF2 mais
pas de SRSF1/3/6 dans les clones résistants. La neutralisation de l’expression de l’ARNm
de SRSF2 sensibilise les clones résistants à l’apoptose induite par le gefitinib. Ces résultats
suggèrent qu’il existerait une signalisation dépendante de SRSF2 impliquée dans la résistance
aux TKI. Afin d’identifier les cibles potentielles de SRSF2 nous avons réalisé un séquençage à
haut débit des ARN pour comparer les évènements d’épissage entre la lignée sensible et les clones
résistants. L’analyse de ces résultats nous a mené à l’identification d’Atg16L1 comme étant
un acteur potentiellement impliqué dans la résistance au gefitinib médiée par SRSF2. En effet
les clones résistants présentent une accumulation des transcrits contenant l’exon8 d’Atg16L1,
et la neutralisation de ces derniers sensibilise les clones résistants à l’apoptose induite par le
gefitinib.
Ces résultats suggèrent donc qu’il existerait une signalisation SRSF2/Atg16L1 potentielle-
ment impliquée dans la résistance.
Cependant au cours de cette étude nous avons effectué un plus large screening pour tester
le rôle des protéines SR dans la réponse à l’apoptose induite par le gefitinib. Nous avons
notamment testé l’effet de la neutralisation des protéines SRSF1 et SRSF6 sur la réponse à
l’apoptose suite à un traitement avec le gefitinib dans les clones résistants. Comme le montre
la figure 5.9 la neutralisation de la protéine SRSF1 entraine elle aussi une sensibilisation à
l’apoptose induite par le gefitinib.
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Figure 5.9: Rôle des protéines SR dans la réponse à l’apoptose lors d’un traitement au gefi-
tinib.
Ces résultats montrent donc que les protéines SRSF1 et SRSF2, peuvent être impliquées
dans la réponse à l’apoptose induite par le gefitinib. La neutralisation des protéines SRSF3 et
SRSF6 semble moins moduler l’apoptose en réponse au gefitinib.
Contrairement à SRSF2, les clones résistants ne montrent pas d’accumulation de l’expression
de SRSF1. Cependant comme nous l’avons développé dans l’introduction, l’activité des pro-
134
téines SR peut être modulée par la phosphorylation de leur domaine RS. Nous avons étudié le
profil phosphorylé des proteines SR dans les clones résistants en réponse au gefitinib à l’aide
d’un anticorps hybridôme mab104 qui reconnait les formes phosphorylées de toutes les protéines
SR. Grâce à l’utilisation de siARN ciblant les protéines SR, dans la figure 5.10a on identifie
clairement les protéines SRSF1 et SRSF6. En ce qui concerne la protéine SRSF2, sa neutralisa-
tion au niveau protéique par analyse de western blotting n’était pas toujours claire. Cependant
dans la figure 5.10b nous montrons que la bande au dessus de SRSF1 pourrait correspondre à
SRSF2.
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(a) Identification SRSF1 et SRSF6
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mis            siSRSF2
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Figure 5.10: Identification protéines SR révélées par l’anticorps mab104 (western blotting)
Ces nouveaux résultats montrent que SRSF1 est hyper-phosphorylée en réponse au gefiti-
nib, ce qui n’est pas le cas pour SRSF2. On peut supposer que cette hyper-phosphorylation de
SRSF1 pourrait jouer un rôle dans l’activité de la protéine et pourquoi pas dans la résistance
au gefitinib. De plus, une étude [Zhou et al., 2012] a montré l’existence d’un axe de signali-
sation Akt-SRPK1/SRSF1. Il serait donc intéressant d’étudier dans notre système le rôle de
SRPK1 sur le profil phosphorylé de SRSF1 en réponse au gefitinib et le cas échéant utiliser cet
outil pour étudier le rôle de la phosphorylation de SRSF1 dans la résistance au gefitinib. Ces
résultats soulèvent donc la question de l’importance du profil phosphorylé de SRSF1 dans les
clones résistants comparativement à la lignée sensible. De plus, nous avons observé une hy-
perphosphorylation de SRSF1 dans les clones résistants comparativement à la lignée sensible,
ainsi qu’une hyperphosphorylation dans les clones résistants en réponse au gefitinib. Il serait
donc intéressant d’étudier le profil phosphorylé de SRSF1 dans la ligné sensible PC9 en réponse
au gefitinib afin de comparer avec le profil des clones résistants. Ce résultat serait un indice
supplémentaire pour déterminer si cette phosphorylation de SRSF1 dans les clones résistants
joue un rôle dans la résistance à l’apoptose induite par le gefitinib.
Nous avons aussi étudié l’impact de la neutralisation des protéines SR sur l’épissage de
l’exon8 d’Atg16L1. Comme le montre la figure 5.11
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Figure 5.11: Rôle des protéines SR sur l’épissage de l’exon 8 d’Atg16L1 (PCR)
la neutralisation de SRSF1 n’a pas le même effet que la neutralisation de SRSF2 sur
l’épissage de l’exon 8 d’Atg16L1 en l’absence de gefitinib. La neutralisation de SRSF1 en-
traine l’expression majoritaire des transcrits d’Atg16L1 ne contenant pas l’exon 8 tandis que
la neutralisation de SRSF2 ne semble pas moduler ou moins moduler l’épissage d’Atg16L1 et
l’expression des transcrits contenant l’exon 8 reste majoritaire. Cependant en réponse au ge-
fitinib la neutralisation de SRSF1 et SRSF2 favorise l’expression des transcrits ne contenant
pas l’exon 8. Ces résultats soulèvent l’hypothèse qu’Atg16L1 pourrait être une cible directe de
SRSF1 mais pas de SRSF2.
Des liens entre l’activité d’épissage de SRSF1 et SRSF2 ont déjà été montrés. Il a notamment
été mis en évidence [Pandit et al., 2013] que les protéines SRSF1 et SRSF2 pouvaient entrer
en compétition ou avoir un effet coopératif pour les mêmes cibles d’épissage.
Ces résultats complémentaires suggèrent donc que SRSF2 pourrait ne pas être la seule pro-
téine SR potentiellement impliquée dans la résistance à l’apoptose induite par le gefitinib. De
plus les résultats des expériences de neutralisation des protéines SR suggèrent qu’Atg16L1 se-
rait plutôt une cible directe de SRSF1, et que SRSF2 jouerait un rôle conséquent sur l’épissage
d’Atg16L1 en réponse au gefitinib. Enfin l’analyse du profil phosphorylé des protéines SR en
réponse au gefitinib montre une hyper-phosphorylation de SRSF1 mais pas de SRSF2. Ce
qui suggère que l’activité de SRSF1 pourrait être modulée lors d’un traitement au gefitinib.
En ce qui concerne SRSF2 son activité ne semble pas être modulée par sa phosphorylation.
Cependant nous avons fait référence précédemment à une étude [Edmond et al., 2011b] mon-
trant l’importance de l’acétylation de SRSF2 dans la régulation de son activité. Ainsi même
si le profil phosphorylé de SRSF2 ne semble pas être impacté par un traitement au gefitinib,
nous ne pouvons conclure sur l’activité de SRSF2 en réponse au gefitinib car nous n’avons
pas étudié les autres modifications post-traductionnelles de SRSF2. Suite à l’analyse de ces
résultats complémentaires un autre modèle peut être suggéré dans lequel 1) Atg16L1 serait une
cible directe de SRSF1 2) Qu’en réponse au gefitinib l’activité de SRSF1 est modulée 3) qu’il
pourrait y avoir un effet coopératif entre SRSF1 et SRSF2 en réponse au gefitinib modulé par
la phosphorylation de SRSF1, qui impacterait l’épissage d’Atg16L1 en faveur de l’inclusion de
l’exon 8 et que lors de la neutralisation de SRSF2 cet effet coopératif ayant disparu, l’épissage
d’Atg16L1 est redirigé vers l’exclusion de l’exon 8.
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Figure 5.12: Hypothèse d’un effet coopératif entre SRSF1 et SRSF2 en réponse au gefitinib
favorisant l’inclusion de l’exon 8 responsable de la résistance à l’apoptose induite par le gefitinib.
Pour valider cette hypothèse il faudrait tout d’abord confirmer qu’Atg16L est une cible
directe de SRSF1 par méthode de clip-seq. Montrer qu’en l’absence de SRSF2 et en réponse au
gefitinib SRSF1 ne se fixe pas sur l’exon 8 d’Atg16L1. Et enfin montrer l’effet coopératif entre
SRSF1 et SRSF2 en réponse au gefitinib. Nous proposons deux hypothèses : l’effet coopératif
a lieu par une interaction entre SRSF2 et SRSF1 ou bien SRSF2 en se fixant sur des séquences
spécifiques, sous traitement gefitinib, favoriserait la fixation de SRSF1 au niveau de l’exon8
d’Atg16L1. Cette hypothèse soutient aussi le rôle important de l’accumulation de SRSF2 dans
la résistance à l’apoptose induite par le gefitinib.
Lors des expérimentations de neutralisation de la protéine SRSF2 nous avons effectué des
contrôles au niveau de l’expression de l’ARN ainsi qu’au niveau de l’expression protéique. Si
le contrôle de l’expression de l’ARN montre une neutralisation autour de 70%, le contrôle
au niveau de l’expression protéique était moins clair, tandis que la neutralisation au niveau
protéique de SRSF1 était beaucoup mieux détectée par technique de western blotting comme
le montre la figure 5.13.
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Figure 5.13: Neutralisation protéines SR (western blotting)
Une hypothèse pouvant être soulevée serait l’existence d’un mécanisme de rétrocontrôle de
l’expression de la protéine SRSF2. En effet une étude [Sureau et al., 2001] a montré qu’une
surexpression de la protéine SRSF2 entraine une diminution de l’expression de son ARNm ainsi
qu’un changement des différents transcrits issus de l’épissage de SRSF2. Ils montrent ainsi que
la protéine SRSF2 est capable de moduler son expression en induisant l’épissage alternatif de
son ARN pré-messager conduisant à une instabilité de l’ARNm. Cependant la neutralisation
de l’ARN messager, dans notre étude, entraine bien une resensibilisation à l’apoptose induite
par le gefitinib. L’analyse de la neutralisation protéique à l’échelle de la population (technique
de western blotting) pourrait masquer la diversité qui existe à l’échelle de chaque cellule. Et
le lien direct entre diminution de l’expression de la protéine SRSF2 et resensiblisation pourrait
être questionné avec les techniques d’analyse à l’échelle de la population entière. En effet,
en supposant que la diminution de l’expression de l’ARN observée par méthode de q/PCR se
traduit bien par une diminution de l’expression de la protéine, cette dernière pourrait avoir lieu
dans une sous population de cellules uniquement. De plus ce biais n’est pas présent pour ce qui
est de l’analyse de l’expression de la caspase 3 clivée, car cette dernière a été réalisée à l’échelle
de la cellule et non de la population, grâce à l’utilisation de la technique de la cytométrie en
flux. Pour pallier à ce biais il faudrait donc évaluer directement au sein de chaque cellule le
taux d’expression de la protéine SRSF2 et l’expression de la capsase 3 clivée en réponse à un
traitement gefitinib. Pour réaliser cela il serait possible de mener une analyse par cytométrie en
flux de cellules résistantes dont l’expression de SRSF2 a été neutralisée par siARN et traitées
au gefitinib. Il faudrait effectuer un double marquage à l’aide d’anticorps ciblant SRSF2 et la
caspase 3 clivée. Si notre hypothèse est vérifiée et que le niveau d’expression de SRSF2 est
inversement corrélé à l’expression de la caspase 3 activée dans les clones résistants traités au
gefitinib, et qu’il existe bien une hétérogénéité cellulaire en ce qui concerne la neutralisation de
l’expression de SRSF2 au sein de la population, nous devrions obtenir un résultat du type de
la figure 5.14.
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Figure 5.14: Niveau de SRSF2 inversement corrélé à une resensibilisation à l’apoptose
5.2 Quel est le rôle d’ATG16L1 dans l’autophagie contri-
buant à la résistance au gefitinib
L’analyse du transcriptome des clones résistants comparativement à la lignée sensible, nous a
conduits à identifier une anomalie d’épissage au niveau de l’exon 8 d’Atg16L1 chez les clones
résistants. De plus la neutralisation des transcrits contenant l’exon8 sensibilise les clones ré-
sistants à l’apoptose en réponse au gefitinib. L’altération de l’épissage alternatif d’Atg16L1
semblerait donc contribuer à la résistance acquise au gefitinib. De plus les clones résistants
présentent une activité autophagique restreinte comparativement à la lignée sensible. Dans les
clones résistants, la resensibilisation à l’apoptose (siExon8) induite par le gefitinib s’accompagne
d’une augmentation de l’activité autophagique, ce qui est en accord avec les données d’une
précédente étude [Wei et al., 2013], suggérant un rôle de l’autophagie dans la résistance aux
EGFR-TKI. Cependant dans cette étude le modèle cellulaire de résistance est la lignée cellu-
laire H1975 porteuse de la mutation activatrice de l’EGFR ainsi que de la mutation T790M.
Or il a été montré que la mutation T790M diminuait l’affinité du gefitinib pour l’EGFR muté.
L’utilisation de ce modèle pour étudier une résistance au gefitinib peut être discutée du fait
de la diminution de l’effet du gefitinib sur l’activité de l’EGFR. Dans le cas de notre étude,
l’activité de l’EGFR est modulée par le traitement gefitinib (figure 5.18). Notre modèle permet
donc d’apporter les évidences supplémentaires du rôle de l’autophagie en réponse au gefitinib.
Si le rôle d’Atg16L1 dans l’autophagie a déjà été décrit [39], peu de données existent concer-
nant le rôle de ses différentes isoformes.
De manière intéressante au cours de notre étude nous avons remarqué que la neutralisa-
tion des transcrits avec Exon8 induit l’accumulation protéique des isoformes des transcrits
ne contenant pas l’exon8. Cette observation soulève la question suivante : quelles isoformes
sont impliquées dans la réactivation de l’autophagie lors de la resensibilisation à l’apoptose?
Est-ce la perte des transcrits contenant l’exon8 qui conféraient un phénotype de résistance ou
bien est-ce l’augmentation des transcrits ne contenant pas l’exon 8 qui sont à l’origine d’une
resensibilisation?
Pour apporter des éléments de réponse à ces remarques, l’expérience suivante peut être
envisagée. Les cellules PC9 sont sensibles au gefitinib, et présentent une expression majoritaire
des transcrits d’Atg16L1 ne comportant pas l’exon8. Comme la neutralisation au niveau ARN
des transcrits ne contenant pas l’exon8 semble entrainer une augmentation de l’expression des
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Figure 5.15: Neutralisation des transcrits ne contenant pas l’exon 8 dans la lignée sensible
PC9
isoformes protéiques issues des transcrits contenant l’exon8 nous proposons de neutraliser les
transcrits ne contenant pas l’exon8 dans la lignée sensible PC9 afin de voir si cela entraine
un phénotype de résistance à l’apoptose induite par le gefitinib. Des résultats préliminaires
ont déjà été obtenus (figure 5.15), mais demandent à être confirmés. Ces résultats prélimi-
naires suggèrent que la présence majoritaire des transcrits contenant l’exon8 serait bien res-
ponsable d’un phénotype de résistance à l’apoptose. De plus la méthode par siARN n’est pas
la méthode la plus recommandée pour rediriger l’épissage d’un gène. Une équipe Canadienne
[Brosseau et al., 2013] a mis en place une technique utilisant des petites molécules d’ARN appe-
lées des TOSS ou TOES permettant de rediriger l’épissage d’un gène sans moduler l’expression
totale de ce dernier. Il serait donc intéressant de confirmer les résultats obtenus en utilisant ces
petites molécules d’ARN. Pour cela nous pourrions utiliser des TOSS pour rediriger l’épissage
d’Atg16L1 vers des ARNm sans Exon8 dans les clones résistants.
D’autre part une étude in vitro [Jiang and Mizushima, 2015] a soulevé l’hypothèse que
les différentes isoformes protéiques d’Atg16L1 pourraient contribuer de manière différente à
l’activité autophagique. Ils ont notamment montré que les isoformes protéiques ne contenant
pas l’exon8 ne colocalisaient pas à la mitochondrie. Ceci soulève donc la question d’un éven-
tuel rôle dans l’activité autophagique de cette différence de localisation et pourquoi pas d’une
contributation à la résistance au gefitinib dans notre système.
La mitochondrie joue un rôle important dans la génération des signaux conduisant à l’induction
de l’apoptose. La mitophagie, c’est à dire la dégradation des mitochondries par autophagie,
permet de maintenir l’homéostasie de la population mitochondriale au sein de la cellule en
contrôlant leur élimination lorsqu’elles sont endommagées. La mitophagie se situe ainsi à
l’interface entre autophagie et apoptose. Des études ont montré des liens entre la mitophagie et
le développement de certaines maladies comme la maladie de parkinson. Compte tenu de nos
résultats montrant un lien entre autophagie et résistance à l’apoptose il est aussi envisageable
que le switch d’épissage d’Atg16L1 affecte le fonctionnement de la mitophagie et conduise à un
phénotype de résistance. Il serait donc intéressant d’étudier l’activité mitophagique dans les
clones résistants lors de la neutralisation de l’Exon8.
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Figure 5.16: Mécanismes moléculaires de la mitophagie
Adapté de [Green and Levine, 2014]. Dans la voie dépendante de PARKIN, les dommages au
niveau de la miochondrie vont entrainer une différence de potentielle membranaire entrainant
la localisation de PINK1 à la surface cytoplasmique de la mitochondrie. La kinase PARKIN va
alors être recrutée suivie par une ubiquitination des protéines mitochondriales et la formation
d’une membrane d’isolation autour de la mitochondrie endommagée. Dans la voie indépendante
de PARKIN des protéines telles que NIX vont se lier à la protéine LC3.
Deux types de mécanismes moléculaires conduisant à la mitophagie ont été décrits (figure
5.16). Plus particulièrement le mécanisme indépendant de parkin dans lequel l’interaction
entre la protéine NIX1 avec LC3-II permet le recrutement de la mitochondrie au niveau de la
membrane d’isolation. Dans le cas de la voie PARKIN dépendante, l’implication de P62 dans
la reconnaissance des mitochondries ubiquitylées semble jouer un rôle dans leur adressage à
l’autophagosome, cependant des interrogations restent en suspens quant au mécanisme exact
de reconnaissance. Sachant qu’Atg16L1 est responsable du recrutement de LC3 au niveau de la
membrane d’isolation, nous soulevons la question suivante : Atg16L1 pourrait-il jouer un rôle
dans le recrutement de la mitochondrie au niveau de la membrane d’isolation via son action
sur LC3 ? Et le cas échéant quel serait l’impact de l’épissage alternatif d’Atg16L1 sur cette
fonction ?
Pour reprendre les arguments développés précédemment 1) Seule l’isoforme d’Atg16L1
contenant l’exon 8 co-localiserait à la mitochondrie 2) La mitophagie est à l’interface entre
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Figure 5.17: Hypothèse du rôle des transcrits d’Atg16L1 dans la mitophagie et l’induction de
l’apoptose en réponse au gefitinib
l’autophagie et l’apoptose 3) L’interaction de certaines protéines avec LC3-II permet le recru-
tement de la mitochondrie à la membrane d’isolation et Atg16L1 est responsable du recrute-
ment de LC3 au niveau de la membrane d’isolation [Fujita et al., 2009]. Nous émettons ainsi
l’hypothèse (figure 5.17) que le switch d’épissage d’Atg16L1 pourrait être responsable d’une
modification de la mitophagie conduisant à un phénotype de résistance au gefitinib.
Afin d’investiguer cette hypothèse, nous pourrions étudier l’activité de la mitophagie dans
les différentes conditions de sensibilité au gefitinib dans les clones résistants. La mitophagie
est-elle activée/inhibée lors de la neutralisation des transcrits contenant l’exon8 dans les clones
résistants suite à un traitement par gefitinib ? Et cette modulation de la mitophagie est-elle
impliquée dans le phénotype de résistance ? Enfin le cas échéant, il serait intéressant de déter-
miner l’interactome d’Atg16L1 dans ces différentes conditions et d’étudier dans quelle mesure
l’épissage de l’exon8 pourrait modifier cet interactome et s’il est responsable de l’adressage des
mitochondries aux autophagosomes.
5.3 Vers de nouvelles approches thérapeutiques
Nos résultats suggèrent qu’il existerait un lien entre autophagie et résistance aux EGFR-TKI.
L’analyse d’autres modèles (PC9 résistants dacomitinib, H1975 T790M) a mis en évidence une
association entre dérégulation de l’épissage d’Atg16L1 et une diminution de l’activité autopha-
gique dans d’autres modèles de résistance acquise. De plus des études in vivo utilisant des
xenogreffes des clones tumoraux résistants sur des membranes chorioallantoïques d’embryon de
poulet (CAM) sont actuellement en cours pour valider ces résultats.
Il serait aussi important de rechercher l’existence d’anomalie de l’épissage d’Atg16L1 dans
des biopsies de récidive tumorale humaine. Dans cet objectif nous sommes en train de dévelop-
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per des anticorps pouvant reconnaitre de façon spécifique les isoformes protéiques d’Atg16L1.
Alternativement l’utilisation de composants biologiques comme les biopsies liquides dont le pré-
lèvement est moins agressif pour le patient est envisageable. Différents travaux ont déjà montré
la possibilité d’une détection de la mutation T790M dans les cellules tumorales circulantes de
certains patients avec une récidive tumorale et leur intérêt pour l’aide au suivi de ces patients
sous EGFR-TKI. L’ARN et l’ADN tumoral peuvent être retrouvés dans les exosomes circu-
lants. L’utilisation de la détection d’anomalie reposant uniquement sur l’ARN n’a pas encore
été réalisée, mais peut-être pourrait-on envisager qu’une détection des anomalies d’épissage
puisse être détectable un jour grâce à cette technique.
Enfin différentes approches [Urbanski et al., 2018] pharmacologiques qui visent à corriger
l’orientation de l’épissage sont en cours d’étude et ont montré leur intérêt dans la correction
d’épissages aberrants .
Il est donc tentant de spéculer que l’utilisation de telles molécules en combinaison avec les
thérapies ciblant l’activité de l’EGFR pourrait participer à la définition de nouvelles approches
thérapeutiques dans les populations de patients sélectionnés.
5.4 Epissage alternatif et résistance adaptative
La résistance acquise est aujourd’hui définie à partir de critères cliniques. Elle se caractérise
essentiellement par une diminution de la croissance tumorale sous l’effet d’un traitement suivie
d’une nouvelle croissance tumorale même sous traitement. Or le suivi de la croissance tumorale
à l’échelle globale de la tumeur ne traduit pas les mécanismes biologiques. Biologiquement
on distingue deux mécanismes : soit une sous population possède déjà les caractéristiques
lui permettant de survivre soit elle va acquérir ces caractéristiques sous l’effet du traitement.
Seul le second cas est considéré comme un mécanisme de résistance acquise d’un point de vue
biologique. Nous avons développé dans l’introduction les études apportant des indices en faveur
de l’hypothèse d’une résistance adaptative qui suggèrent que des cellules persistantes seraient
capables d’acquérir des caractéristiques génétiques/moléculaires responsables de phénotype de
résistance à l’apoptose à certains TKI, comme dans le cas de la mutation T790M. Si les preuves
de l’existence d’un tel mécanisme commencent à émerger, le mécanisme par lequel la cellule
acquiert ces caractéristiques est lui inconnu.
C’est au regard de cette problématique que notre étude peut apporter de nouvelles pistes à
explorer quant à l’acquisition de caractéristiques de résistance. L’épissage semble pouvoir jouer
un rôle d’intermédiaire entre signaux de l’environnement et expression protéique de la cellule.
Dans le cas de notre étude, les modèles de résistance au gefitinib ne semblent pas présenter
de mutations empêchant l’action du gefitinib. Tout d’abord une analyse par séquençage a
montré que nos modèles résistants ne présentaient pas la mutation T790M. De plus, d’après
les résultats présentés dans la figure 5.18, le gefitinib semble toujours bien se fixer sur l’EGFR
et inhiber sa phosphorylation. Nous pouvons donc tout a fait envisager un contrôle par les
voies de signalisation de l’EGFR des phénotypes observés suite à un traitement par gefitinib.
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L’hypothèse d’une résistance adaptative peut donc être soulevée dans nos modèles résistants.
EGFR 1068
EGFR 
Tubuline
NT  Gef
GR1
Figure 5.18: Effet du gefitinib sur la phosphorylation de l’EGFR dans les modèles résistants
Le traitement gefitinib entraine une inhibition de la phosphorylation sur la tyrosine 1068 de
l’EGFR sans diminution de l’expression totale de l’EGFR.
Pour creuser un peu plus cette piste il pourrait être intéressant de réaliser une analyse
PCR à l’échelle de la cellule (single cell) dans la lignée sensible, et identifier s’il existe une
sous-population capable d’induire l’expression des transcrits d’Atg16L1 contenant l’exon 8 sous
l’effet d’un traitement par gefitinib.
NT Gef
PC9
cellule exprimant majoritairement l'exon 8
cellule n'exprimant pas majoritairement l'exon 8
Figure 5.19: Analyse PCR de l’expression des transcrits contenant l’exon8 dans la lignée
sensible
L’analyse de l’expression des transcrits d’Atg16L1 contenant l’exon8 à l’échelle de la cellule
sans traitement et sous traitement gefitinib permet une détection plus fine de cet évènement
d’épissage qui s’il existe n’est pas détecté à l’échelle de la population
Cette expérimentation nous permettrait tout d’abord d’identifier le pourcentage de cel-
lules de la population sensible exprimant majoritairement l’exon8 avant traitement et dans un
deuxième temps de déterminer si un effet du gefitinib augmente ou non la proportion de cette
population. Dans le cas où le traitement gefitinib augmenterait le pourcentage de cellules expri-
mant majoritairement l’exon8, cela constituerait un argument supplémentaire en faveur d’un
mécanisme de résistance adaptative impliquant une modulation de l’épissage alternatif suite à
un traitement. Cependant cela n’apporterait pas d’explications sur comment la cellule acquiert
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une expression stable de ce phénotype. Une hypothèse que nous n’avons pas vérifiée dans notre
étude est la présence d’une mutation au niveau du gène Atg16L1. Une des hypothèses soulevée
dans la littérature [Auboeuf, 2017] serait l’existence d’un lien entre certaines petites molé-
cules d’ARN issues des séquences génétiques soumises aux contraintes co-transcriptionnelles et
co-traductionnelles et leur potentielle capacité à modifier ou “ré-écrire” le génome en guidant
certaines enzymes telles que des endonucléases d’ADN ou des enzymes de ré-écriture vers les
sites de l’ADN d’où elles ont pris leur origine. Si la théorie de l’évolution suppose que les orga-
nismes vivants sont le résultat de l’apparition aléatoire de mutations soumisent à une sélection,
le caractère aléatoire de l’apparition de certaines de ces mutations est aujourd’hui questionné.
Et l’existence de petites molécules d’ARN capables de réécrire leur séquence d’origine serait
une preuve soutenant le caractère non aléatoire de l’apparition des mutations. Dans le cadre
de la compréhension des mécanismes de résistance aux thérapies anti-cancéreuse et notamment
l’apparition des mutations de résistance, la compréhension de tels mécanismes pourrait faire
évoluer de manière drastique l’approche de la prise en charge de la résistance.
Dans le cas où la modulation de l’épissage ne serait pas le résultat d’une mutation, l’étude
de l’expression de l’exon8 d’Atg16L1 en réponse au gefitinib apporterait un exemple supplémen-
taire des conséquences de l’expression différentielle d’un protéome à partir d’un même génome
sur la réponse à l’apoptose suite à un traitement. Ces observations ont déjà été mises en évi-
dence dans la littérature [Roux et al., 2015, Spencer et al., 2009]. Cette étude met en avant
l’importance de l’expression du protéome au moment de l’administration du traitement. Si les
fluctuations de l’expression du protéome restent encore incomprises, elles identifient un système
déterminant des seuils d’expression de certaines protéines pro et anti-apoptotiques à partir des-
quels il est possible de prédire le destin de la cellule. Une étude in silico [Gaudet et al., 2012]
a montré que les variations de concentration de certaines protéines pouvaient avoir beaucoup
plus d’influence que d’autres. De plus la détermination des protéines dont la concentration
semble jouer un impact majeur dépend de l’expression de la concentration des autres protéines
et de la prise en compte de la corrélation entre les niveaux d’expression des protéines.
Au regard de ces résultats nous pourrions poursuivre l’analyse de notre étude RNA-seq.
En effet si nous avons mis en évidence l’importance de l’épissage alternatif d’Atg16L1 dans la
résistance au gefitinib, l’analyse RNA-seq a révélé au total 67 gènes dont l’épissage alernatif
était modifié dans les clones résistants. Il serait donc intéressant d’étudier l’impact de ces
modulations d’épissage sur la résistance au gefitinib et pourquoi pas mettre en évidence une
dépendance entre ces épissages permettant de prédire une resensibilisation au gefitinib.
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Abstract: Receptor tyrosine kinases (RTKs) belong to a family of transmembrane receptors that
display tyrosine kinase activity and trigger the activation of downstream signalling pathways
mainly involved in cell proliferation and survival. RTK amplification or somatic mutations leading
to their constitutive activation and oncogenic properties have been reported in various tumour
types. Numerous RTK-targeted therapies have been developed to counteract this hyperactivation.
Alternative splicing of pre-mRNA has recently emerged as an important contributor to cancer
development and tumour maintenance. Interestingly, RTKs are alternatively spliced. However, the
biological functions of RTK splice variants, as well as the upstream signals that control their expression
in tumours, remain to be understood. More importantly, it remains to be determined whether, and
how, these splicing events may affect the response of tumour cells to RTK-targeted therapies, and
inversely, whether these therapies may impact these splicing events. In this review, we will discuss
the role of alternative splicing of RTKs in tumour progression and response to therapies, with a special
focus on two major RTKs that control proliferation, survival, and angiogenesis, namely, epidermal
growth factor receptor (EGFR) and vascular endothelial growth factor receptor-1 (VEGFR1).
Keywords: alternative splicing; angiogenesis; cancer; EGFR; receptor tyrosine kinases;
tumourigenesis; targeted therapies; VEGFR
1. Introduction
Growth factors and their receptors are the core components of signal transduction pathways.
The majority of growth factor receptors contain extracellular, transmembrane, and cytoplasmic tyrosine
kinase domains and transmit the activation signal across the plasma membrane. Binding of growth
factors to the extracellular domain of their cognate receptors activates the cytoplasmic tyrosine
kinase. Receptor tyrosine kinase (RTK) activation initiates a network of signalling pathways that
relay information to the nucleus and other intracellular compartments [1,2]. RTKs are key regulators
of critical cellular processes, such as proliferation and differentiation, cell survival and metabolism,
organ morphogenesis, neovascularization, cell migration, and tissue repair and regeneration [3,4].
In normal cells, RTK activity is strictly regulated. Numerous diseases result from genetic changes or
abnormalities that alter the activity, abundance, cellular distribution, or regulation of RTKs. Cancers
frequently display deregulation or constitutive activation of RTKs, and abnormal RTK signalling is
an important feature of tumour initiation and progression. Therefore, RTKs appear as promising
molecular targets in cancer.
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It is now well accepted that approximately 90% of human multi-exon genes are regulated by
pre-mRNA alternative splicing [5,6]. In addition, an increasing number of studies have shown that
misregulation of alternative splicing occurs in many pathologies, such as cancers ([7] for review).
Target genes whose splicing is deregulated in tumours include those encoding various RTKs and their
ligands (Table 1).
Table 1. Examples of pre-mRNA alternative splicing (AS) of various receptor tyrosine kinases and
functional consequences.
RTK Splicing Events Functional Consequences References
ALK
Skipping of exons 2–3
Skipping of exons 4–11
Truncated proteins with increased constitutive kinase
activity and transformation potential in neuroblastoma [8]
Skipping of exon 23 or exon 27 Truncated proteins lacking the full kinase domain of ALKin Non Small Cell Lung Carcinoma [9]
AXL Skipping of exon 10 Shorter AXL protein with same transforming potential asfull-length AXL [10]
DDR Exon skipping or inclusion Distinct binding partnersDifferential activation by collagen [11]
EGFR
Inclusion of exon 10, 9a, 16 or 17 Soluble receptors acting as negative regulators ofEGFR signalling [12]
Skipping of exons 2–7 Constitutively active receptor [13]
Enhanced signalling, survival, and tumourigenicity [14]
Skipping of exons 2–22 Enhanced migration and invasionCancer stem cells marker [15]
ERB4 N- and C-terminal alternativesplicing generating four isoforms
Modulation of sub-cellular localization and
partner binding [16]
FGFR
Mutually exclusive exon 8 or 9
Generation of distinct extracellular Ig-like domain III with
distinct affinity for FGF ligands [17]
Induction of Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT),
invasion and motility [18]
INSR Skipping or inclusion of exon 11
Generation of INSR-A and INSR-B splice variants that
respond differentially to IGF-II and insulin ligands and
differentially activate the RAS/MAPK pathway
[19]
MET Skipping of exon 14
Activation of MET kinase activity
Oncogenic transformation [20]
Increased sensitivity to MET inhibitors [21]
RET
3′-end alternative splicing
generating multiple isoforms that
differ in their C-terminal domain
Modulation of signalling partner binding
Distinct sub-cellular localization and trafficking properties
Transforming capacity
[22]
RON
Skipping of exon 11 Constitutively active receptorEnhanced signalling, invasion, motility [23]
Skipping of exons 15–19, 16–19,
16–17 and 16
Truncated protein lacking active kinase domain
Dominant negative isoforms in lung cancers. [24]
NTRK Skipping of exons 6, 7 and 9 Constitutively active receptorOncogenic function in neuroblastoma [25]
VEGFR
Intron retention followed by
premature polyadenylation
Soluble decoy receptor acting as negative regulator of
VEGFR signalling [26,27]
Increased resistance to anti-angiogenic therapies [28,29]
ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase; DDR: Discoidin Domain Receptor; FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor;
INSR: Insulin Receptor; RON: Receptor d’Origine Nantaise; NTRK: Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor.
Alternative splicing of RTKs has several biological consequences. First, it can modify the
subcellular distribution of RTKs, thereby affecting their activity. As an example, Vorlova and colleagues
identified 31 decoy receptors produced by intron retention and activation of intronic poly(A) sites
in 16/20 RTK family members [27]. These truncated RTKs are devoid of their transmembrane and
intra-cytoplasmic tyrosine kinase domains. Therefore, they are considered dominant-negative receptors
that act either by sequestering RTK ligands or by inhibiting other RTKs through heterodimerization [27].
Another example is the alternative splicing of ErbB4, which produces both juxtamembrane (JM-a and
JM-b) and cytoplasmic (CYT-1 and CYT-2) isoforms that are differentially endocytosed [16]. Second,
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alternative splicing can modify the affinity of the RTKs for their ligands, providing a specific signalling
for each splice variant. This is the case for the fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2) that is
expressed as two different splice isoforms, FGFR2IIIb and FGFR2IIIc, depending on whether exon 8 or
exon 9 is skipped [30]. These FGFR2 splice variants do not bind the same FGF ligands. Interestingly,
FGFR2 exon switching from the IIIb to the IIIc isoform has been observed during epithelial cell tumour
progression, notably in breast cancer [31]. Moreover, expression of FGFR2IIIc was associated with
epithelial to mesenchymal transition [32]. Therefore, alternative splicing of RTKs may contribute to
cellular reprogramming and the generation of cancer cells with more invasive features. This was also
seen with a splice variant of Ron, the tyrosine kinase receptor for the macrophage-stimulating protein.
This Ron isoform, named Ron∆65, is generated through the skipping of exon 11, leading to a kinase
that is constitutively active in the cytoplasm, even in the absence of Ron ligand. This splicing event
is controlled by the splicing factor SRSF1. Importantly, the accumulation of Ron∆65 is associated
with a metastatic phenotype in human colorectal and breast carcinomas [33]. Although increasing
evidence indicates that alternative splicing of RTKs may have a critical role during tumourigenesis,
many questions still remain to be elucidated. For example, less is known about the upstream regulators
and extracellular cues that control the splicing of these RTKs. In addition, as alternative splicing may
be dependent on tumour types, it remains to be determined whether alternative splicing of RTKs
may play distinct roles depending on the tumour context, and which specific signalling networks are
activated by these splice variants in this setting. Last but not least, it is largely unknown whether,
and how, alternative splicing of RTKs may be involved in the primary and/or acquired resistance
of tumour cells to targeted therapies widely used in the clinic. As an example, the splice variant
derived from exon 16 skipping of the HER2 receptor, called ∆16HER-2, has been associated with
malignant transformation and resistance to trastuzumab, an anti-HER2 monoclonal antibody, in breast
cancers [34]. Investigating these questions is crucial, as this could lead to the identification of new
prognostic markers and help define new therapeutic strategies.
This review will focus on two key RTKs, namely, the epidermal growth factor receptor (EGFR)
and the vascular endothelial receptor (VEGFR1), as an illustration of how alternative splicing of RTKs
can be involved in both tumourigenesis and response to therapies. These RTKs were chosen because
they are critical regulators of tumour proliferation, survival, and angiogenesis, and because they are
targeted by pharmacological compounds widely used in the clinic to treat cancer patients.
2. Splicing of EGFR: An Alternative Method to Control Tumour Progression
EGFR is a transmembrane protein with tyrosine kinase activity (Figure 1). Its structure includes
an extracellular domain with four domains repeated two by two: L1 (I), CR1 (II), L2 (III), and CR2 (IV).
The L1 and L2 domains are required for ligand fixation, and the CR1 and CR2 domains (cysteine-rich)
increase the affinity of the ligand for its receptor and allow dimerization with the second receptor
of the dimer [35,36]. Ligand binding to the extracellular domain triggers the dimerization of the
receptor and induces its autophosphorylation. Dimerization of the receptor induces a cascade of
phosphorylation leading to the activation of proliferation and survival pathways. Dysregulated EGFR
signalling contributes to the formation of many epithelial malignancies in humans. Therefore, EGFR is
an attractive candidate for targeted therapy, as it is often overexpressed on the surface of cancer cells.
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2.1. Soluble EGFR Variants
EGFR contains 30 xons and generates different mRNAs (Figure 2). Variant 1 mRNA is devoid of
exons 16–17 and encodes the 170-kDa full-length EGFR. In addition to full length receptor, normal and
tumour cells express soluble EGFR isoforms (sEGFR) that contain only the extracellular domain of
EGFR. These sEGFR proteins can result either from alternative splicing or from proteolytic cleavage
of the receptor [37,38]. Alternative splicing of the EGFR gene generates three variants that encode
110-kDa, 80-kDa, and 60-kDa sEGFR isoforms [39–41]. Soluble EGFR isoforms have been described in
normal tissues, but they are highly expressed in human placenta; the 110-kDa isoform is the major
one, suggesting a potential role in this tissue. Intra-tumoral and/or plasma/serum levels of sEGFR
have been ex mined in tumour patients, but in most studies the d ta reflect verall sEGFR. B on and
colleagu s were th first to report the pres nce of sEGFR in epidermal ovarian ca cer (EOC) patients.
They observed that the level of sEGFR is lower in patients harbouring EOC compared to healthy
patients [42]. Similar results were reported in breast tumours [43] and non-small cell lung cancer
(NSCLC) patients [44], suggesting that expression of sEGFR may have a physiological and protective
role against cancer development. In this respect, sEGFR was proposed as a potential negative biomarker
for the early detection in NSCLC [45]. On the other hand, other studies found significantly elevated
sEGFR levels in cervical and gastric carcinoma compared to the healthy population [46], suggesting
that sEGFR could also be a positive tumour marker. Moreover, clinical data regarding the pot ntial
of sEGFR as a prognostic biomarker pa ients with various solid tumours remain controversial.
Lower sEGFR levels wer associated with reduced surviv l in advanced NSCLC patients [47] and in
meningioma [12]. In agreement with an antiproliferative function, sEGFRs were reported to inhibit
tumour cell proliferation and migration in NSCLC cell lines [48]. On the other hand, high levels of
sEGFR were associated with a shorter survival rate in gastric cancer [46]. Therapeutic predictive values
of sEGFR levels in blood have also been shown in some cancers. High levels of sEGFR may predict
the response to tyrosine kinase inhibitors in colorectal cancer [49]. Low sEGFR levels are associated
with shorter overall survival in patients with metastatic breast cancer treated with chemotherapy [50].
As a whole, these results highlight sEGFR as an interesting biomarker f r diagnosis, prognosis, and
response to therapy, but its overall role in cancer is still to be defined. Further investigations aiming
at deciphering the identity (110-kDa, 80-kDa and/or 60-kDa EGFR isoforms) and origin (alternative
splicing and/or proteolytic cleavage of EGFR) of the sEGFR isoforms expressed in these biological
samples will probably help to understand the clinical data.
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non-soluble isoforms, mLEEK, EGFRvA, EGFRvIII, EGFRvIVa, and EGFRvIVb. For each splice variant,
the number of exons (upper) and functional domains of the protein (lower) are represented. L: ligand
binding, CR: Cysteine-Rich.
2.2. EGFRvIII
EGFRvIII is the most common EGFR splice variant. It skips exons 2–7 and encodes a protein
of 145 kDa that is devoid of the extracellular ligand-binding domain. As a consequence, EGFRvIII
is unable to bind the soluble ligands of EGFR. Nevertheless, EGFRvIII shows constitutive tyrosine
phosphorylation through basal dimerization, activates multiple downstream signalling pathways [51]
and exhibits a high tumourigenic potential [52]. It is often co-expressed with wild-type EGFR,
especially in tumours with EGFR amplifica on [53], and almost all published studies report the
absence of EGFRvIII expression in nor l tissues [54]. EGFRvIII has been mainly studied in
high-grade brain tumours such as glioblastoma multiforme (GBM), in which EGFRvIII is detected
at an overall frequency of 25%–64% [13]. EGFRvIII expression has also been reported in human
tumours outside the central nervous system, including lung, breast and HNSCC [13], but its frequency
and significance remain controversial. Some studies have identified EGFRvIII as a marker of poor
prognosis in GBM patients [55], but others did not find an association between EGFRvIII and patients
outcomes [56]. EGFRvIII expression has been implicated in the progression of breast cancer and
could play a role in tumour m tastasis [57]. EGFRvIII signalling has been reported to enhance the
tumourigenicity of GBM, breast, lung and ovarian tumour cells, mong thers. The pro-tumourigenic
effects of EGFRvIII seem to be mediated by pathways that are activat d by wild-type EGFR, incl ding
RAS/RAF/mitogen-activated protein kinase (MAPK), phosphatidylinositol3-kinase (PI3K)/AKT,
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), and nuclear factor κB (NF-κB) [13], but
there is emerging evidence that EGFRvIII can co-activate other cell-surface receptors [58]. Therefore,
EGFRvIII signalling plays a role in tumourigenesis and tumour progression by mediating cell survival,
proliferation, motility and invasion. Interestingly, a recent study also showed that EGFRvIII displays
cancer stem cell-specific expression and can be used to specifically target this population [59].
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The therapeutic potential of targeting EGFRvIII is becoming apparent, especially in brain
tumours. A number of therapeutic approaches, some of them being commonly used to also
target wild-type EGFR, have shown pre-clinical and/or clinical promise. Tyrosine kinase inhibitors
showed good pre-clinical results with inhibition of tumour growth, angiogenesis, survival, and
proliferation [60]. Response rates in glioblastoma patients were disappointing for many inhibitors [61].
Antibody-based therapies demonstrated efficacy in vitro, but their systemic injection failed to block
tumour growth in vivo [62]. Various clinical trials that use conjugated antibodies with toxins or
radioactive isotopes gave positive results with improvement of median survival [63]. Pre-clinical trials
of RNA therapies based on the use of antisense oligonucleotide, RNA interference and ribozyme also
yielded encouraging in vitro and in vivo results [64]. However, intra-tumoral heterogeneity of EGFR
expression, development of resistance mechanisms by the tumour cells and low efficiency of therapeutic
drugs to bypass the blood-brain barrier have limited the clinical utility of these therapies [61]. Immune
therapy using vaccines is a promising treatment. Several laboratories have shown that a peptide
vaccine targeting the EGFRvIII antigen can effectively reduce tumour progression in pre-clinical
models [65]. Furthermore, several phase II clinical trials demonstrated improved survival and specific
immune response to EGFRvIII in patients treated with the vaccine [66]. Clinical trials testing the
efficiency of vaccine combined with EGFR-targeted therapy in brain tumour patients are underway.
The role of anti-EGFRvIII therapy in other tumour types is still to be addressed.
2.3. EGFRvIV
The carboxyl terminal deletion mutants collectively called EGFRvIV lack either exons 25–27
(EGFRvIVa) or exons 25–26 (EGFRvIVb) [67]. The deletion initiates immediately downstream of the
kinase domain. Little is known about the oncogenic potential of these EGFR mutants. It has been
shown that internal deletions of EGFRvIV enhance basal kinase activity and confer tumourigenic
growth in animals [68]. Furthermore, like EGFRvIII, EGFRvIV mutants display basal dimerization,
enhanced basal kinase activity and increased stability due to association with HSP90. Constitutive
downstream signalling by the EGFRvIV mutants includes activation of STAT3, MAPK, and AKT
pathways, but it is suggested that the mutants activate different cellular programs and that distinct
pathways are recruited by EGFRvIII and the EGFRvIV mutants [68]. The EGFRvIV mutants have been
identified in glioblastoma multiforme, and to date there is no evidence of their expression in other
cancer types.
2.4. EGFRvA
Structurally, EGFRvA is characterized by the substitution of exon 28 of EGFR with a
serine/threonine-rich sequence [69]. Compared to wild-type EGFR, EGFRvA is more stable because of
its decreased binding to c-Cbl [70], and it promotes cancer migration and invasion more significantly
through activation of the STAT3 pathway and autocrine production of heparin-binding EGF [69].
EGFRvA is highly expressed in placenta and only slightly expressed in other normal tissues. Many
cancer cell lines and tissues have EGFRvA, suggesting a role in tumour development. The detection of
EGFRvA is positively correlated with tumour grade and with adverse prognosis in glioma patients,
more significantly than EGFR [69]. Thus, EGFRvA plays a critical role in the tumour progression of
gliomas and might be a good therapeutic target for cancer treatment.
2.5. mLEEK
Recently, a new alternative splicing variant called mLEEK was identified [15]. This protein lacks
the extra-cytoplasmic, transmembrane and ATP binding site of the tyrosine kinase domain of EGFR.
mLEEK is widely expressed in normal tissues and is overexpressed in human tumours, including those
from ovary, skin, and lung. Interestingly, this variant localizes in the nucleus and co-regulates target
gene expression that controls the unfolded protein response (UPR). Thus, mLEEK is able to favour cell
growth in unfavourable conditions, making it an interesting target for future therapeutic development.
Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 383 7 of 19
3. Alternative Splicing of VEGFR1: From Anti-Angiogenic to Pro-Angiogenic Factors
The VEGF (vascular endothelial growth factor) family is composed of seven glycoproteins:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F, and PlGF (placental growth factor), which
exert different biological functions, such as angiogenesis and lymphangiogenesis, by binding to three
VEGF receptors (VEGFRs): VEGFR1, VEGFR2, and VEGFR3 [71]. It has been shown that the entire
family of VEGF ligands and VEGFRs display alternative splice variants. For instance, alternative
splicing of VEGF-A generates multiple splice variants known as VEGFxxx (where xxx is the total
number of amino acids in the mature protein) (see [72,73] for reviews). At the functional level, these
VEGFxxx splice variants differentially bind heparin-containing proteoglycans that are present at the
cell surface or in the extracellular matrix. As a consequence, VEGFxxx splice variants are more or
less diffusible [74]. In addition, they display different binding affinities for their VEGFR1/VEGFR2
receptors and their co-receptors, neuropilins, thereby being more or less potent activators of VEGFR
signalling pathways [75]. Interestingly, in 2002, a new family of VEGF-A splice variants, termed
VEGFxxxb, was discovered [76]. VEGFxxxb isoforms result from the selection of a distal splice
site in the last exon of VEGF-A and the inclusion of a new exon called exon 8b. At the protein level,
VEGFxxxb share 94%–98% homology with VEGFxxx and differ only at the level of six amino acids in the
C-terminal end. VEGFxxxb can bind VEGFR receptors with the same affinity than VEGFxxx, but they
are unable to bind neuropilins and to fully activate VEGFR-dependent signalling pathways [77,78].
As a consequence, while VEGFxxx splice variants are angiogenic factors overexpressed in many
tumours [74], VEGFxxxb appear to act as anti-angiogenic factors competing with and inhibiting all the
effects (proliferation, migration, survival) of VEGFxxx on endothelial cells. In addition to VEGF-A,
VEGFRs are also subjected to alternative splicing. Here, we will discuss only the role of the VEGFR1
splice variants, but it is interesting to note that a soluble VEGFR2 splice variant has also been identified
and shown to act as an inhibitor of lymphatic vessel growth [79].
3.1. VEGFR1 Splice Variants
To date, four alternative splice variants of VEGFR1, named sVEGFR1-i13, sVEGFR1-i14,
sVEGFR1-e15a, and sVEGFR1-e15b, have been described [26] (Figure 3A). These variants have the same
transcription start site as Vegfr1. However, while Vegfr1 mRNA contains 30 exons, sVegfr1 mRNAs share
only the first 13–15 exons, depending on the variant, and encode truncated proteins that are devoid of
their transmembrane and intra-cytoplasmic tyrosine kinase domains. This is the reason why they are
considered soluble decoy receptors and annotated as sVEGFR1. The sVEGFR-1_v1 or sVEGFR1-i13
was initially discovered in 1993 as a 100-kDa protein highly expressed in endothelium [26]. It results
from an inclusion of intron 13 followed by a premature polyadenylation. This splice variant is the
shortest and the most studied among sVEGFR1s. The sVEGFR-1_v2 or sVEGFR1-e15a contains the
first 14 exons and a new terminal exon (denoted exon 15a) derived from an intronic sequence [80],
while the sVEGFR-1_v3 or sVEGFR1-e15b contains a new 3′-end denoted exon 15b distinct from the
variant v2 [81]. The sVEGFR-1_v4 or sVEGFR-1-i14 results from skipping a splice site, leading to the
extension of exon 14 followed by a polyadenylation [81].
At the protein level, sVEGFR1-i13 protein contains the first six Ig-like domains of the full-length
VEGFR1 that correspond to 657 amino acids. Therefore, it possesses the ligand binding domain but
lacks the seventh Ig-like domain, as well as the transmembrane and the tyrosine kinase regions of
VEGFR1 (Figure 3B). In contrast, it has a unique C-terminal sequence composed of 31 amino acids.
This specific sequence is highly conserved in mammals and differs only at the level of two amino acids
between mouse and human [82]. The molecular weight of sVEGFR1-i13 varies depending on the cell
type, being 110 kDa in HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) and HDMEC (human dermal
microvascular endothelial cells) and 120–130 kDa in COLO-800 melanoma cells [83]. These differences
might reflect various glycosylation levels. For sVEGFR1-i14, sVEGFR1-e15a, and sVEGFR1-e15b,
the extension of the open reading frame is low (93, 84, and 33 bp, respectively), and the protein is
modified after amino acid 706, leading to a truncated protein between the two last Ig-like domains.
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These variants contain specific C-terminal extremities of 31, 28, and 13 amino acids, respectively [82]
(Figure 3B).
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Figure 3. The different VEGFR1 splice variants, proteins and expression in tissues. (A) Schematic
representation of full-length VEGFR1, sVEGFR1_i13, sVEGFR1_i14, sVEGFR1-e15a, and sVEGFR1-e15b
mRNAs. Exons and introns are shown. TM: Transmembrane domain, KM1: ATP-binding domain,
KM2: phosphotransferase domain; (B) Schematic representation of full-length VEGFR1 and sVEGFR1s
proteins. Each splice variant isoform contains the first six extracellular Ig-like domains of VEGFR1,
with (sVEGFR1-i14, sVEGFR1-e15a, sVEGFR1-e15b) or without (sVEGFR1-i13) a part of the last
Ig-like domain, followed by a pecific C-terminal end represented as a hatched box in the figure
(adapted from [82]). aa represents the number of amino acids contained in the specific C-terminal part;
(C) Percentage of expression of VEGFR1, sVEGFR1-i13, sVEGFR1-i14, and sVEGFR1-e15a mRNAs as
indicated, according to the tissue type. sVEGFR1-e15b mRNA is undetectable in most of these tissues
(adapted from [84]).
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3.2. Expression and Regulation of sVEGFR1 in Tissues
The sVEGFR1 isoforms are secreted by several cell types, including endothelial cells [85], smooth
muscle cells [86], monocytes and macrophages [85], trophoblasts of the placenta [85], and proximal
tubular cells of the renal epithelium [87], as well as by various cancer cells [88]. Each cell type
expresses different levels of sVEGFR1 variants. For example, smooth muscle cells predominantly
express sVEGFR1-i14, while endothelial cells mainly express sVEGFR1-i13 [86]. sVEGFR1s are also
differentially expressed according to the organs (Figure 3C). For example, the level of sVEGFR1-i13 is
forty times greater in the placenta than in the heart, kidneys, and lungs. In addition, the sVEGFR1-e15a
is the most abundant isoform in the placenta [83]. Taken together, these data suggest that the
role of each sVEGFR1 might be highly dependent on the tissue and/or the cell type. Although
extracellular signals that control sVEGFR1 expression are largely unknown, endogenous stimuli, such
as growth factors [89,90], cytokines [91], hypoxia [92], and miRNAs [93], have been shown to induce
the expression of sVEGFR1-i13. Moreover, a cooperative role between the arginine demethylase and
lysine hydroxylase JMJD6 (JuMonJi Domain containing-protein 6) and the splicing factor U2AF65 [94],
as well as inhibition of the NOTCH1 signalling pathway [95], have been reported to up-regulate the
expression of sVEGFR1-i13. These studies have been performed in endothelial cells, dendritic cells,
macrophages, cytotrophoblasts, placenta, or retina. To date, the upstream signals that control sVEGFR1
expression in cancer cells remain unknown.
3.3. Role of Vascular Functions of sVEGFR1s in Physiological and Pathological Conditions
It was first shown that sVEGFR1s, which are devoid of tyrosine kinase domains (Figure 3B),
exert anti-angiogenic functions through inhibition of VEGF-A/VEGFR signalling. Two mechanisms
of action were proposed: the sequestration of VEGF-A ligand and/or its heterodimerization with
VEGFR2 receptor [96,97]. Based on its vascular effects, both physiological and pathological functions
have been attributed to sVEGFR1. Physiologically, the non-vascularization of the cornea supports
optical clarity. Among many anti-angiogenic molecules (angiostatin, endostatin, etc.), sVEGFR1 is the
only one required to inhibit the pro-angiogenic effects of VEGF-A in the cornea [98,99]. During
normal pregnancy, it was also proposed that sVEGFR1 maintains the vascular integrity of the
placenta by sequestering the excess of VEGF-A [100]. In addition, sVEGFR1 has an anti-oedema
role through its ability to interfere with the vascular permeability function of VEGF-A [101,102].
Last but not least, sVEGFR1 displays protective anti-inflammatory functions because it prevents the
activation and migration of monocytes and macrophages [103]. Conversely, sVEGFR1 has also been
implicated in many vascular pathologies. The most described is preeclampsia, a pregnancy-specific
disorder characterized by hypertension and proteinuria occurring in the second half of pregnancy
and resulting in neonatal or maternal morbidity and mortality. It has been shown that plasma
levels of both sVEGFR1-i13 and sVEGFR1-e15a proteins increase five weeks before the onset of
preeclampsia symptoms [104]. However, the sVEGFR1-e15a variant appears to be mainly involved in
this pathology [82,86]. In preeclampsia, various studies have shown that hypoxia, oxidative stress, and
an excess of VEGF-A in the endometrium regulate the production of sVEGFR1 [100,104,105]. Moreover,
increased expression of sVEGFR1 was observed in patients with wound healing defects [106], as
well as in patients with idiopathic pulmonary arterial hypertension [107] or adult respiratory distress
syndrome [108]. Both pathologies are associated with abnormal vascular permeability.
3.4. Role of sVEGFR1 in Tumour Progression
Tumour neo-angiogenesis is a prerequisite for tumour progression in most solid cancers.
In different xenografted tumours in mice (melanoma, lung cancer, fibrosarcoma, glioblastoma),
exogenous administration of sVEGFR1 through different approaches (transfection, adenovirus
infection, or use of recombinant protein) was found to inhibit tumour growth and neo-angiogenesis and
to increase the survival rate [109–112]. However, contrasting results were also reported. Expression
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of sVEGFR1 was able to rescue the aberrant morphogenesis of embryonic vessels that occurs in
VEGFR1 knock-out mice through stimulation of vascular sprouting and endothelial cell migration [113].
In addition, sVEGFR1-i13 was shown to induce the adhesion and migration of endothelial cells through
interaction with α5β1 integrin and activation of rac1 and radixin, a substrate of PKC [114]. Taken
together, these data extended the previous view regarding the anti-angiogenic functions of sVEGFR1
by providing evidence that sVEGFR1 can act as both a positive and a negative regulator of the
angiogenic process.
Other studies demonstrated that sVEGFR1 can also act on tumour cells themselves. sVEGFR1
was recently reported to induce non-apoptotic death in ovarian or colorectal cancer cell lines and
to promote tumour regression in an ovarian carcinoma mouse model [115]. Conversely, Ruffini and
collaborators showed that sVEGFR1-i13 is produced in the extracellular matrix of melanoma cells
and induces cell adhesion by activating the VEGF-A/VEGFR2 signalling pathway [116]. In addition,
involvement of sVEGFR1 in metastatic processes was highlighted. Indeed, high levels of VEGF-A
and sVEGFR1 were reported in metastatic breast cancer compared to non-metastatic cancers [117].
In melanomas, high levels of sVEGFR1-i13 are depicted with respect to human melanocytes, but there
is a lower level of sVEGFR1i-13 in skin metastases compared to primary tumours [116].
3.5. sVEGFR1 as a Prognostic Biomarker in Cancer
Several studies have analysed intra-tumoral and/or plasma/serum levels of sVEGFR1 in tumours.
However, few of them have examined which sVEGFR1 splice variant is expressed, and most of the
data reflect overall sVEGFR1. It has been shown that sVEGFR1 protein is overexpressed in many
types of cancer, including glioblastoma, leukaemia, melanoma, colorectal, breast, renal, hepatocellular,
head and neck, and lung carcinoma [88,116,118–124]. In this setting, high levels of sVEGFR1 are often
correlated with poor prognosis. In addition, the levels of both sVEGFR1 and VEGF-A have been
previously used to determine the prognosis of cancer patients, but the results remain controversial. As
an example, in lung cancer patients, high levels of both sVEGFR1 and VEGF-A are correlated with
poor prognosis and with very advanced stages [124]. In glioma, leukaemia, breast, or pancreatic cancer,
high levels of VEGF-A combined with low levels of sVEGFR1 in the serum, plasma or tumour extracts
are correlated with high grade, reduced survival rate and/or poorer response to therapy [118,125–127].
In contrast, Toi et al. reported that when the level of sVEGFR1 is 10 times higher than that of VEGF-A,
this correlates with a better prognosis in breast cancer [120]. Therefore, the balance between sVEGFR1
and VEGF-A levels appear to be important for clinical outcome.
3.6. sVEGFR1 as a Biomarker of Tumour Response to Therapies
sVEGFR1 has also been investigated for its potential as a determinant of response to
anti-angiogenic therapies, and many studies have quantified its plasma and/or serum levels before
and/or after treatment [128]. Interestingly, high basal plasma levels of sVEGFR1 were often inversely
correlated with response to bevacizumab or VEGFR-TKI in colorectal cancer (vandetanib plus
cetuximab/irinotecan), hepatocellular carcinoma (cediranib), sarcoma (sorafenib), lung or renal cancer
(bevacizumab), or triple-negative breast cancer [28,121,129,130]. In breast cancers, the resistance to
bevacizumab was directly correlated with pericyte coverage, a marker of vascular normalization,
thereby suggesting that the vascular functions of sVEGFR1 may account for its negative impact on
tumour response to anti-angiogenic therapies [129]. However, and making things slightly more
complicated, it was also shown that sVEGFR1 expression level either decreased or increased upon
treatment in triple-negative breast, rectal, or metastatic colorectal cancers [28,129,131,132]. These data
indicated that these therapies regulate sVEGFR1 expression level in opposite ways depending on the
tumour type. In addition, combination of sVEGFR1 levels with those of other angiogenic regulators has
been used to predict response. As an example, in patients with advanced colorectal cancer treated with
bevacizumab and chemoradiation, high levels of sVEGFR1 and low levels of VEGF-A correlated with
abnormal vascularity and poor response despite fewer side effects [133]. In advanced non-squamous
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cell lung carcinoma, high levels of PlGF and sVEGFR1 before treatment were associated with a poor
response. After treatment, although the level of PIGF remained high, the level of sVEGFR1 transiently
decreased [29]. Overall, these data highlight the potential role of sVEGFR1 as a biomarker of resistance
to anti-angiogenic therapies, mainly through vascular effects [131,134,135]. As sVEGFR1 also acts on
tumour cells themselves, it remains to be determined whether this autocrine function also contributes
to the resistant phenotype.
Finally, and based on the anti-angiogenic functions of sVEGFR1, different therapeutic strategies
have been elaborated in tumours to design “sVEGFR1-like” therapies, among them the VEGF-Grab.
This soluble receptor comprises the second and third Ig-like domains of VEGFR-1 that are combined
to the Fc fragment. The Ig-like domain 3 of VEGFR1 is glycosylated because the positive charges
induce non-specific binding to the extracellular matrix. Interestingly, VEGF-Grab demonstrated
anti-angiogenic, anti-tumour and anti-metastatic effects, suggesting that its clinical use could result
in promising anti-angiogenic effects [136]. In addition, it was shown that morpholino constructs
targeting the Vegfr1 mRNA exon13/intron13 junction promote the production of sVEGFR1 over
membrane-bound VEGFR1 and decrease tumour neovascularization in vivo [137]. Manipulating
sVEGFR1 expression could offer translational potential for therapy, although it is important to keep in
mind that overexpressing sVEGFR1 could also trigger deleterious effects, depending on the context
and/or the tumour type.
4. Conclusions
Enhanced RTK signalling is a driving force in many human malignancies. Although much work
has been completed concerning the identification and functional consequences of RTK mutations or
copy number variations in cancer, less is known about the role of RTK splice variants. Management
of tumour patients with primary/acquired resistance to targeted therapies remains a significant
challenge with therapeutic, social, and economic impacts. Thorough understanding of the biological
significance of alternative splicing of RTKs and components of RTK signalling pathways could allow
for the identification of new prognosis biomarkers, as well as the definition of alternative therapeutic
strategies. Drugs targeting the spliceosome machinery are currently being tested in pre-clinical trials
and have already demonstrated anti-tumour efficacy. As an example, spliceostatin A, or its analogue
meayamycin B (MAMB), slows down the growth of vemurafenib-resistant tumours by decreasing the
amount of the resistant BRAF3-9 splice variant [138,139]. In addition, treatment with the spliceosome
inhibitor E7107 results in substantial reductions in leukaemic burden, specifically in patient-derived
xenograft AMLs carrying mutations of spliceosomal components [140]. These results provide a
rationale for targeting RNA splicing in cancer in combination or not with RTK-targeted therapies.
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Nuclear trafﬁcking of EGFR by Vps34 represses Arf
expression to promote lung tumor cell survival
D Dayde1,2, M Guerard1,2, P Perron1,2, A-S Hatat1,2, C Barrial1,2, B Eymin1,2 and S Gazzeri1,2
Epidermal growth factor receptor (EGFR) is a cell surface receptor that has an essential role in cell proliferation and survival, and
overexpression of EGFR is a common feature of human cancers. In Non-small-cell lung cancer (NSCLC), activating mutations of EGFR
have also been described. We recently showed that mutant EGFR-L858R inhibits the expression of the p14ARF tumor-suppressor
protein to promote cell survival. In this study, we deﬁned the molecular bases by which EGFR controls Arf expression. Using various
lung tumor models, we showed that EGF stimulation inhibits Arf transcription by a mechanism involving the nuclear transport and
recruitment of EGFR to the Arf promoter. We unraveled the vesicular trafﬁcking protein Vps34 as a mediator of EGFR nuclear
trafﬁcking and showed that its neutralization prevents the accumulation of EGFR to the Arf promoter in response to ligand
activation. Finally, in lung tumor cells that carry mutant EGFR-L858R, we demonstrated that inhibition of Vps34 using small
interfering RNA restrains nuclear EGFR location and restores Arf expression leading to apoptosis. These ﬁndings identify the Arf
tumor suppressor as a new transcriptional target of nuclear EGFR and highlight Vps34 as an important regulator of the nuclear
EGFR/Arf survival pathway. As a whole, they provide a mechanistic explanation to the inverse correlation between nuclear
expression of EGFR and overall survival in NSCLC patients.
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INTRODUCTION
Epidermal growth factor receptor (EGFR) belongs to a large family
of membrane-bound receptor tyrosine kinases (RTKs) that serve as
mediators of cell signalling by extracellular growth factors and
have a pivotal role in physiological cell proliferation and
behaviour. Increased levels of EGFR gene expression are observed
in many cancers and frequently associated with an adverse
prognosis.1,2 In addition, in lung cancer, oncogenic mutations
inside the tyrosine kinase domain of EGFR have been reported to
confer tumor cell dependence on EGFR-mediated pro-survival
signalling and high susceptibility to apoptosis induced by EGFR
tyrosine kinase inhibitors (Geﬁtinib).3–5 Binding of growth factor
such as EGF induces EGFR homodimerization or heterodimeriza-
tion and autophosphorylation of the intracellular domain. This
promotes the recruitment of adaptor molecules that trigger
the activation of signal transduction pathways, including the
RAS/mitogen-activated protein kinase, the phosphoinositide-3-
kinase (PI3K)/AKT and the signal transducer and activator of
transcription (STAT) pathways.6–10 These downstream signalling
activities regulate proliferation, survival, mobility and differentia-
tion in many different cell types. Results of several recent studies
show that RTK such as EGFR can also transmit signal from
subcellular localizations other than their classical plasma mem-
brane location, including the nucleus.11–13 Hence, nuclear EGFR
has been shown to regulate a variety of cellular functions,
such as cell proliferation, DNA replication and repair, and signal
transduction both in normal tissues and in human diseases,
including cancer.14–17 The nuclear presence of EGFR is emerging
as an important marker in many human cancers,13,18 and
some mechanisms underlying nuclear EGFR-mediated tumor
progression have been described. As an example, in nasophar-
yngeal carcinoma induced by Epstein–Barr virus, the Epstein–Barr
virus-encoded latent membrane protein 1 was found to enhance
transactivation of cyclin D1 and cyclin E by nuclear EGFR, thereby
fostering cell proliferation.19 In lung cancer, nuclear presence of
EGFR was recently associated with poor clinical prognosis.18
However, the molecular mechanisms by which a nuclear
signalization of EGFR may contribute to lung cancer progression
are not understood.
Arf tumor suppressor (p14ARF in humans, p19ARF in mice) is
encoded by the Ink4a/Arf locus, which also houses the cyclin-
dependent kinase inhibitor p16INK4a. Because of splicing events,
separate promoters and unique ﬁrst exons, the two proteins share
no homology and have distinct functions.20,21 P14ARF is not only a
key activator of the p53 pathway but also displays inhibitory
cell growth properties independently of p53.22,23 Furthermore,
p14ARF is involved in the maintenance of genomic stability in
response to DNA damage and oncogenic stress, and its expression
is a major break to cancer development, including lung cancer.24
We recently identiﬁed a cross talk between EGFR and Arf signalling
pathways in lung tumor cells and showed that activated EGFR
inhibits the expression of the p14ARF protein.25 Here we decipher
the molecular mechanisms by which EGFR represses the p14ARF
expression. We demonstrate that EGFR inhibits Arf transcription by
a mechanism involving its nuclear translocation and accumulation
to the Arf promoter. We also show that the Class III PI3K Vps34
facilitates nuclear trafﬁcking and recruitment of EGFR to the Arf
promoter and demonstrate that this Vps34/nuclear EGFR network
counteracts Arf expression and pro-apoptotic signalling in lung
tumor cells expressing mutant EGFR. These results provide the ﬁrst
1Equipe Bases Moléculaires de la Progression des Cancers du Poumon, Centre de Recherche INSERM U823, Grenoble, France and 2Université Joseph Fourier, Institut Albert
Bonniot, Grenoble, France. Correspondence: Dr S Gazzeri, Equipe Bases Moléculaires de la Progression des Cancers du Poumon, Centre de Recherche INSERM U823, Institut Albert
Bonniot, Grenoble 38042, France.
E-mail: Sylvie.Gazzeri@ujf-grenoble.fr
Received 25 March 2015; revised 2 October 2015; accepted 6 November 2015; published online 21 December 2015
Oncogene (2016) 35, 3986–3994
© 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature. All rights reserved 0950-9232/16
www.nature.com/onc
evidence that a Vps34/nuclear EGFR trafﬁcking contributes to the
survival of lung tumor cells through inhibition of the Arf tumor
suppressor.
RESULTS
EGFR decreases Arf transcript level
We previously reported a decreased expression of the p14ARF
protein by activated EGFR in H1719 (ligand-stimulated wild-type
(WT) EGFR) and H1975 (mutant EGFR-L858R) cells.25 Here we
investigated the molecular mechanisms involved. To address this,
we ﬁrst neutralized EGFR expression using speciﬁc small inter-
fering RNA (siRNA) and studied the Arf expression by western
blotting and reverse transcriptase/quantitative PCR (qPCR)
analyses in both cell lines. Consistent with our previous data,25
the expression level of the p14ARF protein was increased in EGFR-
depleted cells (Figure 1a, bottom). Interestingly, we observed that
accumulation of p14ARF protein correlated with a signiﬁcant
upregulation of its transcript expression level in both cellular
models (Figure 1a, top). Same results were obtained in the
HCC827 cell line, which express the active mutant EGFR-Del19,
ensuring against potential cell-type-speciﬁc effects. To conﬁrm the
negative effect of EGFR on Arf transcripts, cells were serum starved
for 24 h and Arf expression was studied after EGF stimulation. In all
cellular models, the downregulation of p14ARF protein was
associated with a signiﬁcant diminution of its transcripts
(Figure 1b and Supplementary Figure S1). Same results were
obtained when H1719 cells were treated with Amphiregulin,
another natural ligand for EGFR (Figure 1c). Importantly, expres-
sion of the INK4a transcript as well as the p16INK4a protein, which
are also encoded by the INK4a-Arf locus, was not affected by
ligand stimulation or when EGFR was neutralized using speciﬁc
siRNA in all three cell lines (Figure 1d and Supplementary Figure
S2). Taken together, these data demonstrated that WT and mutant
EGFRs speciﬁcally downregulate Arf transcript level. Of note we
observed that EGF does not decrease the stability of Arf mRNAs
(Supplementary Figure S3), suggesting a role of EGFR in a negative
control of Arf transcription.
Nuclear EGFR signalling pathway inhibits Arf transcription
Recent evidences indicate that RTKs such as EGFR act as
transcriptional regulators when they are translocated to the
nucleus.14,26 Therefore, to investigate whether nuclear EGFR might
control Arf transcription, we ﬁrst checked whether EGFR accumu-
lates in the nucleus of our cellular models in response to EGF
stimulation. As shown by western blotting following subcellular
fractionation, we found that EGF ligand increased nuclear EGFR
expression in all three lung cancer cell lines (Figure 2a). These
results were also supported by examination of EGFR by
ﬂuorescence pseudo-confocal (apotome) microscopy showing
enrichment of a nuclear punctuated EGFR signal after EGF
stimulation using three different antibodies (Figure 2b and
Supplementary Figure S4). To go further, we used siRNA against
importin β1 or Brefeldin A treatment to block nuclear trafﬁcking of
EGFR. In both context, inhibiting the EGFR transport to the nucleus
prevented the downregulation of both the mRNA and the p14ARF
protein upon EGF stimulation (Supplementary Figure S5). As siRNA
against importin β1 and Brefeldin A do not target speciﬁcally EGFR
trafﬁcking, we took advantage of CHO cells stably expressing WT
EGFR or an EGFR-pNLS mutant in which the nuclear localization
signal (NLS) of EGFR is mutated.27 In agreement with the inhibition
of Arf by EGFR, EGF stimulation decreased the expression of both
Arf transcript and protein in CHO-EGFR cells (data not shown).
More importantly, we observed that the expression level
of both Arf mRNA and protein was signiﬁcantly increased in
CHO-EGFR-pNLS, which do not express nuclear EGFR, compared
with CHO-EGFR cells in which EGFR was present in the nucleus
(Figures 2c and d). In agreement with our previous results,
expression of INK4a did not vary signiﬁcantly in CHO-EGFR-pNLS
cells (Supplementary Figures S2E and F). As a whole, these data
indicated nuclear EGFR is important for the repression of Arf
expression.
As a transcription factor, the nuclear EGFR complex is known to
target AT-rich minimal consensus sequences.28 Very interestingly,
'in silico' analysis of the Arf promoter highlighted several AT-rich
sequence sites as putative EGFR-targeting sequences. Therefore,
we used in vivo chromatin immunoprecipitation (ChIP)–qPCR
assays to study whether nuclear EGFR is recruited to the Arf
promoter. HCC827 cells were ﬁrst used in this setting as they
express high levels of nuclear EGFR (Figure 2a). Nuclear EGFR was
precipitated from cells stimulated or not with EGF, and qPCR was
performed using primers surrounding the three most proximal
putative AT-rich sequence sites within the Arf promoter. We
showed that nuclear EGFR accumulates on the Arf promoter in
response to ligand stimulation (Figure 2e). In contrast, binding was
not detected when ChIP was performed with control immuno-
globulin G (IgG) and/or when irrelevant primers (Neg) were used
for the qPCR, ensuring the speciﬁcity of the ChIP results. Same
data were obtained in the H1975 model (Supplementary Figure
S6). Altogether, these results demonstrated that nuclear EGFR is
recruited to the Arf promoter in response to EGF stimulation in
both EGFR mutant cell lines and inhibits Arf transcription.
Unfortunately and despite several attempts, we could not obtain
reliable ChIP results in H1719 cells. This could be due to the low
level of expression of endogenous nuclear EGFR in these cells
compared with H1975 and HCC827 cells in which the EGFR gene is
strongly ampliﬁed.
PI3K but not AKT controls the nuclear translocation of EGFR
Next we wanted to characterize the molecular mechanisms
controlling EGFR nuclear trafﬁcking. Interestingly, we observed
that pharmacological inhibition of EGFR prevents its nuclear
accumulation following ligand activation and rescues the expression
of both the Arf transcript and protein (Supplementary Figure S7).
Therefore, we speculated that signal transduction pathways
known to be downstream from the EGFR may promote its
oncogenic nuclear translocation. In order to assess which path-
ways could be involved, we used speciﬁc pharmacological
inhibitors. We found that pharmacological suppression of the
RAS/mitogen-activated protein kinase or STAT pathways using
U0126 and cucurbitacin, respectively, did not prevent the nuclear
trafﬁcking of EGFR in response to EGF nor the p14ARF down-
regulation (Supplementary Figures S8A and B). In contrast, the
PI3K/AKT inhibitor wortmanin strongly inhibited EGFR nuclear
transport in the same conditions whatever the EGFR status (WT or
mutant) (Figures 3a and b and data not shown). This was
accompanied by a diminished accumulation of EGFR on the Arf
promoter (Figure 3c) and more importantly by the rescue of Arf
mRNA expression (Figure 3d). To go further, we investigated the
role of AKT by using Triciribin, a speciﬁc AKT inhibitor. Surprisingly,
inhibition of AKT did not prevent the nuclear translocation
of EGFR (Figures 3b and e) nor the downregulation of Arf
transcript (Figure 3d). These results were conﬁrmed with
another speciﬁc AKT inhibitor, namely MK2206 (Supplementary
Figure S8C). Altogether, these data indicated that activation of a
PI3K-dependent AKT-independent pathway drives the nuclear
translocation of EGFR and the inhibition of Arf transcription.
Class III PI3K Vps34 facilitates EGFR nuclear transport and binding
to the Arf promoter
The family of PI3K enzymes comprises three different classes, I, II
and III. Wortmamin and LY294002 are broad inhibitors against
PI3Ks although members of the class II show decreased sensitivity.
The class I PI3K is activated downstream of RTKs such as EGFR and
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stimulates the AKT signalling pathway. In agreement with our
previous results (Figure 3), treating cells with the selective class I
PI3K inhibitor GDC-0941 did not prevent EGFR nuclear transport in
response to EGF nor p14ARF downregulation (Supplementary
Figure S9). Interestingly, previous work in yeast had implicated
class III PI3K in diverse intracellular trafﬁcking events, including
endosome-to-Golgi retrograde transport.29 Therefore, we specu-
lated that class III PI3K may have a role in the nuclear trafﬁcking of
EGFR in our cellular models. The Vacuolar sorting protein 34
(VPS34) is the single class III PI3K isoform in humans. Because of
Figure 1. EGFR downregulates Arf mRNA level. (a) Cells were transfected with control siRNA (Ctl) or siRNA against EGFR (siEGFR) for 72 h.
Expression of Arf transcript was studied by qPCR. qPCR data are represented as fold increase relative to non-treated cells, which were
arbitrarily assigned to 1. Protein expression was analysed by western blotting using the indicated antibodies. Tubulin was used as a loading
control. (b) Cells were incubated with EGF (50 ng/ml) for 24 h. Expression of Arf was studied by qPCR and western blotting as described above.
(c) H1719 cells were treated with Amphiregulin (Areg) (50 ng/ml) for 24 h. Expression of Arf was studied by qPCR and western blotting as
described above. (d) H1719 cells were stimulated with EGF or Areg (50 ng/ml) for 24 h. Expression of INK4a was assessed by qPCR and western
blotting. All the data represent the mean± s.d. of three independent experiments. NS, not signiﬁcant. *P⩽ 0.05, **P⩽ 0.01, ***P⩽ 0.001.
Quantiﬁcation of p14ARF protein levels was performed as described in the Materials and methods section and is numerically indicated below
each lane.
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the lack of speciﬁc pharmacological inhibitors of human Vps34, we
used siRNA to disturb Vps34 expression in the presence or
absence of EGF stimulation. The results showed that neutralization
of Vps34 expression in H1719 cells prevents the nuclear transport
of EGFR following EGF stimulation as visualized by western
blotting following subcellular fractionation or by confocal micro-
scopy (Figures 4a and b). Importantly, this was accompanied by a
partial but signiﬁcant and reproducible rescue of Arf transcript
(Figure 4c) and the p14ARF protein was not decreased in Vps34
knockdown cells following EGF stimulation (Figure 4a). In addition,
we observed that depriving cells from Vps34 using siRNA
diminished the recruitment of EGFR to the Arf promoter following
EGF treatment (Figure 4d), thereby indicating that Vps34 is
important for the recruitment of nuclear EGFR to the Arf promoter.
Altogether, these data strongly suggested that the Class III Vps34
contributes to the nuclear trafﬁcking of EGFR in lung tumor cells.
Inhibition of Vps34 prevents nuclear trafﬁcking of mutant EGFR
and restores p14ARF-dependent apoptosis in lung
adenocarcinoma cells
We previously reported that the EGFR-L858R mutant inhibits the
expression of p14ARF protein to promote cell survival and showed
that Arf knockdown reduces apoptosis caused by siEGFR.25 As we
demonstrated in this study that nuclear EGFR downregulates Arf
transcript level, we speculated that nuclear translocation of the
EGFR-L858R mutant might inhibit p14ARF-dependent apoptotic
signalling pathway. To address this issue, we transfected H1975
cells with siRNA against Vps34. In these cells, we conﬁrmed that
Figure 2. Nuclear EGFR inhibits Arf transcription. (a, b) Cells were stimulated for 15 min with EGF (50 ng/ml). Western blotting was performed
using the indicated antibodies after subcellular fractionation. Levels of tubulin and lamin B were used as markers for cytosolic and nuclear
fractions, respectively. Quantiﬁcation of EGFR protein levels is numerically indicated below each lane. Immunolocalization of EGFR (D38B1,
Red) was performed in H1719 cells using ﬂuorescent pseudo-confocal (apotome) microscopy. DAPI (Blue) was used to counterstain nuclei.
(c, d) Expression of EGFR and Arf was studied by western blotting and/or qPCR in CHO cells constitutively expressing WT (EGFR WT) or mutant
EGFR (EGFRpNLS). Quantiﬁcation of EGFR (top line) and Arf (bottom line) protein levels is numerically indicated below each lane. (e) The three
most proximal putative AT-rich sequence sites within the Arf promoter are illustrated. Arrows represent primers used in the ChIP/qPCR study.
HCC827 cells were stimulated for 30 min with EGF. The binding of EGFR to Arf promoter was analysed by ChIP as described in the Materials
and methods section. IgG was used as a negative control for ChIP. qPCR with irrelevant primers (ChIP-IT Express Kit, Active Motif ) was
performed to ensure the speciﬁcity of the results. Data represent the mean± s.d. of three independent experiments. **P⩽ 0.01, ***P⩽ 0.001.
NS, not signiﬁcant.
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neutralization of Vps34 decreases the nuclear expression level of
EGFR (Figure 5a) and upregulates those of Arf transcript (Figure 5b).
Our previous results demonstrated that p14ARF promotes apopto-
sis of H1975 cells by activating an original pSTAT3(705)-dependent
pro-apoptotic pathway that downregulates Bcl-2.25 In Vps34
knocked down cells, we showed that Arf upregulation was
accompanied by accumulation of pSTAT3-Y705, downregulation
of Bcl-2 expression and induction of apoptosis (Figures 5a and c).
Importantly, silencing Arf expression using siRNA rescued Vps34
knockdown cells from all these modiﬁcations (Figure 5a) and
diminished apoptosis occurrence (Figure 5c). We also noticed a
slight increase of cell proliferation after 72 h of siRNA transfection
(data not shown). Of note, silencing of INK4a had no effect on
apoptosis caused by Vps34 downregulation (Supplementary
Figure S10). Together, these results indicated that a Vps34-
dependent nuclear signalization of mutant EGFR promotes the
survival of lung adenocarcinoma cells by counteracting the
pro-apoptotic function of the Arf tumor suppressor (Figure 5d).
DISCUSSION
In recent years, a novel mode of EGFR signalling has emerged by
which EGFR translocates to the nucleus after endocytosis where it
displays unique functions. Nuclear accumulation of EGFR has been
linked to various diseases, including cancer, and was associated
with poor clinical outcome in that case.18,30–32 However, a few
studies have addressed the molecular determinants accounting
for the nuclear trafﬁcking and signalling pathways of EGFR in
tumors. The present study identiﬁes a mechanism by which
nuclear EGFR might contribute to lung adenocarcinoma progres-
sion. We show that nuclear EGFR accumulates on the Arf promoter
and inhibits Arf transcription. Moreover, we demonstrate that the
vesicular trafﬁcking protein Vps34 mediates the nuclear transport
of EGFR to inhibit p14ARF-dependent apoptosis, thereby unravel-
ling Vps34 as a new regulator of EGFR signalling.
The well-characterized trafﬁcking of cell surface EGFR is routed,
via endocytosis and endosomal sorting, to the lysosomes for
degradation or to the plasma membrane for recycling. In addition
Figure 3. PI3K but not AKT controls nuclear EGFR trafﬁcking to inhibit Arf transcription. H1719 cells were pretreated for 30 min with
Wortmanin (0.1 μM) or Triciribin (10 μM) before EGF stimulation for 15 min (a, b, c, e) or 24 h (d). (a, e) Western blotting was performed after
subcellular fractionation using the indicated antibodies. Quantiﬁcation of EGFR protein levels is numerically indicated below each lane.
(b) Expression of EGFR (D38B1, Red) was analysed by immunoﬂuorescence and pseudo-confocal (apotome) microscopy. DAPI (blue) was used
to counterstain nuclei. (c) ChIP was performed as previously described. (d) Arf expression was analysed by qPCR as described. Data represent
the mean± s.d. of three independent experiments. *P⩽ 0.05, ***P⩽ 0.001. NS, not signiﬁcant.
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to the above well-characterized trafﬁcking routes, alternative fate
for endocytosed activated EGFR involves transport to different
compartments within the cells, including the nucleus.11,33,34
Although nuclear detection of EGFR has been associated with
tumor aggressiveness, the mechanisms underlying the nuclear
accumulation of EGFR in cancer are not understood. In this study,
we identify class III PI3K Vps34 as an important mediator of
nuclear translocation of EGFR as we showed that its neutralization
prevents the translocation of both ligand-stimulated and mutant
EGFR in the nucleus of lung tumor cells. Vps34 has an important
role in the control of vesicular protein sorting, a phenomenon that
was ﬁrst discovered in yeast.35 In all eukaryotes, Vps34 has central
functions in endosomal protein sorting, endosome–lysosome
maturation, autophagy and phagocytosis.36–38 Our results suggest
that Vps34 might also facilitate the endosome-to-golgi sorting of
RTK such as EGFR to allow nuclear transport. Previous studies have
involved the AKT and protein kinase C kinases in the aberrant
accumulation of EGFR in the nucleus in response to therapy in
breast and lung tumor cell lines, respectively.15,39 Our results show
that these kinases do not control the nuclear translocation of EGFR
in response to ligand stimulation (Figure 3 and data not shown).
Collectively, these results support the fact that signalling pathways
that mediate EGFR nuclear transport may vary according to the
tumor type and/or the cellular stress.
We demonstrated that nuclear EGFR inhibits the expression of
Arf. As other members of the HER family that are expressed in our
cellular models such as HER2 are subjected to nuclear trafﬁcking,40
we cannot exclude the possibility that they could also negatively
regulate Arf expression. We demonstrated that nuclear EGFR
accumulates on the Arf promoter and inhibits the expression of Arf
transcripts. It has been previously shown that, in the nucleus, EGFR
functions as a co-transcription factor to enhance transcription of
tumor-promoting genes, such as cyclin D1, inducible nitric oxide
synthase, cyclooxygenase 2, Aurora A and c-Myc.27,28,41–43 In
contrast, our results suggested for the ﬁrst time that nuclear EGFR
may also repress transcription of tumor-suppressor genes to
control tumor growth. Several transcription factors and com-
plexes, including Polycomb group proteins, have been reported to
inhibit Arf transcription.44 Most important and well-characterized
Arf repressors include the BMI-1 and Pokemon proteins whose
aberrant overexpression have been reported to contribute to lung
carcinogenesis.45–48 Interestingly, previous studies reported that
ligand-activated EGFR increases BMI-1 or Pokemon expression in
head and neck and prostate cancer cells, respectively.49,50 We
investigated the role of these proteins in the transcriptional
inhibition of Arf by EGFR in our lung tumor models. However, the
results showed that downregulation of Arf mRNA following EGFR
activation was maintained when expression of either BMI-1 or
Figure 4. Class III PI3K Vps34 controls nuclear trafﬁcking and accumulation of EGFR to Arf promoter. (a–c) H1719 cells were transfected with
control siRNA (Ctl) or siRNA against Vps34 (siVps34) for 72 h prior to EGF stimulation (50 ng/ml) for an additional 15 min (a, upper panel, (b)) or
for 48 h prior to EGF stimulation (50 ng/ml) for an additional 24 h (a, lower panel, (c)). EGFR and Vps34 expression was studied by western
blotting after subcellular fractionation. Quantiﬁcation of EGFR and Arf protein levels is numerically indicated below each lane.
Immunolocalization of EGFR (Red) was performed using ﬂuorescent pseudo-confocal (apotome) microscopy. DAPI (Blue) was used to
counterstain nuclei. Expression of Arf transcript was studied by qPCR. (d) HCC827 cells were transfected with control siRNA (Ctl) or siRNAs
against Vps34 (siVps34) for 72 h and stimulated with EGF (50 ng/ml) for an additional 30 min. ChIP analysis was performed as previously
described. All the data represent the mean± s.d. of three independent experiments. *P⩽ 0.05, **P⩽ 0.01.
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Pokemon genes was neutralized using speciﬁc siRNA, indicating
that they are probably not involved in that case (data not shown).
Similar results were obtained when expression of other well-
identiﬁed Arf repressors such as p53, E2F3b, Tbx2 and Tbx3 was
knocked down (data not shown). Therefore, molecular mechan-
isms underlying transcriptional inhibition of Arf gene by nuclear
EGFR require further investigation.
Expression of p14ARF is decreased in many tumors, including
lung cancer, and previous studies have described a coupling
between mutations of EGFR and downregulation of p14ARF
protein in non-small-cell lung cancer.51,52 In agreement with an
EGFR/Arf connection, we recently demonstrated that EGFR inhibits
the expression of p14ARF protein to promote cell survival.25 In this
study, we further deepened these results by providing the ﬁrst
evidence that a nuclear EGFR signalling pathway represses Arf
transcription and pro-apoptotic function and by identifying the
Vps34 protein as an important mediator of this pathway. An
inverse correlation between nuclear expression of EGFR and
overall survival in non-small-cell lung cancer patients was recently
reported.18 Therefore, our data provide a mechanistic explanation
to these in situ observations and unravel the Vps34/nuclear EGFR/
Arf network as a potential mechanism of lung cancer progression.
Future studies are now required to validate the Vps34/nuclear
EGFR connection as an oncogenic pathway in human tumor
samples, especially as Vps34 inhibitors have been recently
developed.53 Moreover, as nuclear accumulation of WT EGFR
was also ascribed to resistance to anti-EGFR monoclonal antibody
therapy (Cetuximab) in lung cancer models,54 it is tempting to
speculate that aberrant trafﬁcking of mutant EGFR in the nucleus
may also contribute to the resistance of lung adenocarcinoma
patients to EGFR tyrosine kinase inhibitor treatment.
MATERIALS AND METHODS
Cell culture and treatments
HCC1719, HCC827 and H1975 cell lines (kindly provided by Professor A
Gazdar) were derived from human lung adenocarcinoma. HCC1719 cells
carry a WT EGFR, whereas HCC827 harbour a LREA deletion in the exon 19
of EGFR and H1975 a missense substitution L858R in exon 21 of EGFR. All
cells were maintained in RPMI-1640+GlutaMAX medium (GIBCO, Cergy
Pontoise, France) supplemented with 10% foetal calf serum in a humidiﬁed
Figure 5. Nuclear trafﬁcking of mutant EGFR by Vps34 inhibits p14ARF-dependent apoptosis in lung tumor cells. (a–c) H1975 cells were
transfected with control siRNA (Ctl) or siRNAs against Vps34 (siVps34) and/or Arf (siArf ) for 72 h. Western blotting was performed after
subcellular fractionation. Neutralization efﬁciency of Vps34 expression was assessed by qPCR. Expression of Arf mRNAs was studied by qPCR
as described above. Apoptosis was quantiﬁed by staining of active caspase3 followed by ﬂuorescence-activated cell sorting analysis. Data
represent the mean± s.d. of three independent experiments. **P⩽ 0.01, ***P⩽ 0.001. (d) A proposed model underlying the way by which the
nuclear translocation of mutant EGFR through a Vps34-dependent mechanism negatively controls the Arf expression to prevent cellular
apoptosis.
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incubator with 5% CO2 at 37 °C. CHO-EGFR and CHO-EGFR-pNLS were
kindly provided by Dr Mien Chie Hung. They were cultured in Dulbecco’s
modiﬁed Eagle’s medium–F12 medium (GIBCO) supplemented with 10%
foetal calf serum. All cell lines were mycoplasma free. For growth factor
stimulation, cells were incubated in serum-free medium for 24 h and after
medium change Rh-EGF (Eurobio, Courtaboeuf, France) (50 ng/ml in
HCC1719 cells and 100 ng/ml in HCC827 and H1975 cells) or rh-
Amphiregulin (R&D SYSTEMS EUROPE, Lille, France) (50 ng/ml) was added
for 15 min or 24 h. Pharmacological inhibitors were added 30 min prior
EGF stimulation. Actinomycin D and Brefeldin A were purchased from
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), Triciribin from Calbiochem
(VWR, Fontenay-sous-bois, France), Geﬁtinib from AstraZeneca (Rueil-
Malmaison, France), U0126 and LY294002 from Selleckchem (Souffelweyer-
sheim, France), Cucurbitacin I and Wortmaninn from Santa Cruz (TEBU, Le
Perray en Yvelines, France) and GDC0941 and MK2206 from Roche
Diagnostics (Meylan, France). Apoptosis was studied on a total cell
population using the Phycoerythrin-conjugated Monoclonal Active Cas-
pase 3 Antibody Apoptosis Kit (BD Biosciences, Pharmingen, Le Pont de
Claix, France) according to the manufacturer’s protocol. Analysis was
performed using a FACScan ﬂow cytometer (BD Biosciences).
Transfection of siRNA oligonucleotides
The sequences designed to speciﬁcally target human EGFR, Importin β1,
Vps34, INK4a and Arf RNAs were as follows: EGFR, 5′-CUCUG
GAGGAAAAGAAAGU-3′; Importin β1, 5′-GGACUUAUGUACAGCAUUU-3′;
Vps34, 5′CCCAUGAGAUGUACUUGAACGUAAU-3′, INK4a, 5′-CGCACCGAAU
AGUUACGGU-3′; and Arf, 5′-GAACAUGGUGCGCAGGUUC-3′. For all inter-
ference experiments, the mismatch siRNA oligonucleotide used as a
control was 5′-UCGGCUCUUACGCAUUCAA-3′. Cells were transfected with
siRNA oligonucleotide duplexes using jetPrime reagent (OZYME, Saint
Quentin en Yvelines, France) according to the manufacturer’s protocol. The
cells were analysed 72 h posttransfection.
Cellular fractionation
Cells were pelleted and washed twice with phosphate-buffered saline
(PBS) 1 × . Cells were resuspended in hypotonic buffer (10 mM Tris-HCl pH
7.5, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol, 0.02 M NaF, 1 mM
Na3VO4, 1 × EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics) for
20 min on ice. Then cells were centrifuged at 2000 g for 5 min, and pellets
were resuspended in hypotonic buffer+2% NP-40. Homogenates were
incubated for 15 min on ice and centrifugated at 3000 g for 15 min.
The resulting supernatant formed the non-nuclear fraction. The nuclear
pellets were washed four times with PBS 1 × , resuspended in RIPA buffer
(50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5% Na deoxycholate, 1% NP-40,
0.1% sodium dodecyl sulphate, 0.02 M NaF, 1 mM Na3VO4, 1 × EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail) and sonicated. Homogenates were centrifu-
gated at 13 500 g for 30 min; the resulting supernatant formed the nuclear
fraction. Total protein extracts was performed in RIPA buffer as described
previously.25 Analysis of protein expression was performed by western
blotting. EGFR, p14ARF and lamin B intensities were quantiﬁed using
the ImageJ software (ImageJ, U.S. National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA), and the relative densitometric areas for EGFR or p14ARF were
determined according to lamin B signal in each condition.
Antibodies
Anti-EGFR (D38B1), anti-p14ARF (4C6/4), anti-AKT, anti-pAKT (D9E), anti-
ERK1/2 (137F5), anti-pERK1/2 (D13.14.4E), anti-STAT3 (79D7), anti-pSTAT3
(D3A7), anti-Bcl-2, anti-cleaved caspase3 (Asp175) and anti-lamin B1
(D4Q4Z) antibodies were purchased from Cell Signaling (OZYME, Saint
Quentin Yvelines, France). Anti-α tubulin (B-5-1-2), anti-p16INK4a (sc-759)
and anti-importin β1 antibodies were purchased from Santa-Cruz
(Clinisciences, Montrouge, France). Anti-Vps34 antibody was from Novusbio
(R&D System Europe–Bio-Techne, Lille, France).
RNA extraction, reverse transcription and real-time qPCR analysis
RNA was extracted using the High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics) according to the manufacturer’s protocol and subjected to
Reverse Transcription using iScript RT supermix (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France). qPCR was performed with iTaq Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad). The primers used for cDNA ampliﬁcation were as
follows: Arf S: 5′-GCGCAGGTTCTTGGTGAC-3′; Arf AS: 5′-GGCTCCTC
AGTAGCATCAGC-3′; INK4a S: 5′-GAGCAGCATGGAGCCTCC-3′; INK4a AS:
5′-GGCCTCCGACCGTAACTATT-3′; Vps34 S: 5′-AAGCAGTGCCTGTAGGAGGA-3′;
Vps34 AS: 5′-TGTCGATGAGCTTTGGTGAG-3′; GAPDH (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase) S: 5′-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3′; and
GAPDH AS: 5′-ATCCACAGTCTTCTGGGTGG-3′. Ampliﬁcation of GAPDH was
performed in all experiments and used as a reference gene. Relative gene
expression was calculated for each sample as the ratio of target cDNA copy
number to GAPDH cDNA copy number. The data represent the mean± s.d.
of at least three independent experiments.
ChIP assay
Cells were crosslinked with 1% formaldehyde for 10 min and subsequently
processed using the ChIP-IT Express Kit (Active Motif, La Hulpe, Belgium)
according to the manufacturer’s protocol. Immunoprecipitation was
performed with either anti-EGFR antibody (Santa-Cruz) or rabbit IgG as a
control at 4 °C overnight. The immunoprecipitated complexes were
puriﬁed using the Chromatin IP DNA Puriﬁcation Kit (Active Motif) and
subjected to qPCR using primers speciﬁc to the ARF promoters, which were
sense 5′-GCGTGCAGCGGTTTAGTTTA-3′ and anti-sense 5′-CTCTATCCGC
CAATCAGGAG-3′. Human Negative Control Primer Set 1 (Active Motif)
was used as a negative control. Input DNA sample corresponding to 1% of
immunoprecipitated chromatin was analysed in parallel in order to
normalize the results of each ChIP DNA sample to the corresponding
input DNA sample. EGFR enrichment on ARF promoter was calculated
after adjustment of normalized ChIP fraction for the normalized
background (IgG).
Indirect immunoﬂuorescence
For immunolocalization studies, cells were ﬁxed with 1% paraformalde-
hyde in PBS for 10 min at room temperature, washed once with PBS and
permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 10 min. Blocking was
performed for 45 min in 5% bovine serum albumin. Incubation with
anti-EGFR antibody (D38B1) from Cell Signaling was carried out
overnight at 4 °C in a humid chamber. Cells were then incubated for
45 min with Alexa 568 (Life Technologies, Saint Aubin, France), mounted
in a solution containing 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) (Roti-Mount
FluorCare DAPI, ROTH), vizualized by ﬂuorescent microscopy using
Axioimager microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) with the AxioVision
software at a × 60 magniﬁcation and processed with the ImageJ
software.
Statistical analysis
All the data represent the mean± s.d. of three independent experiments.
All statistical analyses were performed using an unpaired Student’s t-test
(*P⩽ 0.05, **P⩽ 0.01, ***P⩽ 0.001). P⩽ 0.05 was considered as statistically
signiﬁcant.
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A B S T R A C T
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) signaling regulates multiple cellular processes including pro-
liferation, survival and apoptosis, and is attenuated by lysosomal receptor degradation. EGFR is a potent
oncogene and activating mutations of EGFR are critical determinants of oncogenic transformation as well as
therapeutic targets in non-small cell lung cancer. We previously demonstrated that wild type and mutant
EGFRs repress the expression of the ARF tumor suppressor to promote the survival of lung tumor cells. In this
study, using transient transfection systems in CHO EGFR-null cells as well as in various lung tumor cell lines
carrying wild type or activated mutant EGFR, we show that ARF downregulates the expression of EGFR
protein by reducing its half life. In wild type EGFR cells, ARF promotes canonical lysosomal degradation of
the receptor through enhanced phosphorylation of EGFR-Y1045 and Cbl-Y731. In contrast, in mutant EGFR
cells, ARF induces EGFR degradation by activating a non-canonical AKT-dependent lysosomal pathway.
Taken together, these results uncover a feedback loop by which ARF may control EGFR turnover to restrain
oncogenic signaling. They also highlight distinct degradation promoting pathways between wild type and
mutant EGFRs in response to ARF.
1. Introduction
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR also called ErbB1) is a
transmembrane receptor of the ErbB family with intrinsic tyrosine
kinase activity. EGFR signaling is initiated by ligand binding which
promotes receptor dimerization and enhances autophosphorylation
on tyrosine residues of its cytoplasmic tail. These phosphorylated
tyrosines allow the recruitment of downstream eﬀectors that activate
multiple signaling cascades such as RAS/MAPK, PI3K/AKT and STAT
[1]. The amplitude and kinetics of signaling by EGFR is determined
by an endocytic process, which sorts activated, autophosphorylated
receptor to degradation in lysosomes. One of the major players in-
volved in EGFR degradation is the E3 ubiquitin ligase c-Cbl which is
recruited to the receptor upon ligand stimulation and induces its
ubiquitylation [2–5]. This post-translational modiﬁcation carries
both internalization and degradation signals that control endocytosis
and sorting of EGFR for destruction in the lysosome [6]. The kinase
activity of EGFR is often dysregulated in tumor cells, and its aberrant
activation can lead to enhanced cell survival, proliferation, invasion
and metastasis. Activating mutations in the tyrosine kinase domain
of EGFR have been identiﬁed as direct determinants of oncogenic
transformation in cancers and are commonly represented by small in-
frame deletions in exon 19 (EGFR-Del19) and the L858R point mu-
tation in exon 21 (EGFR-L858R) in non-small cell lung cancer NSCLC
[7]. These EGFR mutants appear to be impaired in their interaction
with c-Cbl, resulting in their defective ubiquitination and degrada-
tion and prolonged signaling [8].
The p14ARF protein is the Alternate Reading Frame (ARF) product
of the CDKN2A (INK4a/ARF) locus which also encodes the p16INK4a
cyclin kinase inhibitor [9]. P14ARF functions as an important sensor
of oncogenic and genotoxic stimuli, acting to restrict abnormal cell
growth and to maintain genomic stability [10,11]. The expression of
p14ARF is downregulated in various tumor types including lung
cancers, and enforcing ARF expression strongly diminishes the de-
velopment of lung tumors [12]. Some studies have reported that the
presence of activating mutations of EGFR in lung tumors correlates
with low or undetectable level of ARF [13,14] suggesting a link be-
tween both proteins. In agreement, using lung tumor cell lines, we
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recently demonstrated that both wild type and mutant forms of EGFR
repress the expression of ARF and promote cell survival [15,16]. In
this study, we wondered if there was a feed back loop of ARF on
EGFR expression.
2. Materials and methods
2.1. Cell culture, transfections and reagents
H358, A549, H2935 and HCC827 cell lines were derived from human
lung adenocarcinoma. H358 and A549 cells carry a wild type EGFR,
whereas HCC827 and H2935 harbour a LREA deletion in the exon 19 of
EGFR (Table 1). All cells were maintained in RPMI-1640+GlutaMAX
medium (Gibco, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf
serum in a humidiﬁed incubator with 5% CO2 at 37 °C. EGFR-null Chinese
hamster ovary (CHO) cells were kindly provided by Dr Mien Chie Hung.
They were cultured in DMEM-F12 medium (Gibco, Cergy Pontoise,
France) supplemented with 10% fetal calf serum. All cell lines were my-
coplasma free. Transient transfections of plasmids were carried out using
X-tremeGENE™ (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France). Plasmids
used in transient transfections were pcDNA3.1 (used as a control),
pcDNA3.1-p14ARF, pcDNA3.1-EGFR-WT and pcDNA3.1-EGFR-Del19. In
some cases, G418 (Geneticin, PAA, Pashing, Austria) was added to the
media 48 h post-transfection and cells were maintained for 5 days to select
vector-transfected clones. Transfection of cells with siRNA oligonucleotide
duplexes were performed using jetPrime reagent (Ozyme, Saint Quentin
en Yvelines, France) according to the manufacturer's protocol. The cells
were analyzed 72H post-transfection. The sequences designed to speciﬁ-
cally target human Arf RNAs were as follows: Arf, 5′-GAACAUGGUGCG
CAGGUUC-3′. The mismatch siRNA oligonucleotide used as a control was
5′-UCGGCUCUUACGCAUUCAA-3′. Baﬁlomycin A1, Triciribin and cyclo-
heximide were purchased from Calbiochem (MerckMillipore, Molsheim,
France) and Wortmaninn from Santa Cruz (Clinisciences, Montrouge,
France).
2.2. Half-life studies of EGFR
Cells were treated with vehicle or Cycloheximide (VWR, Fontenay-
sous-bois, France) (10 μg/ml) 48 h post-transfection and harvested at
diﬀerent time points (0–8 h). The eﬀect of p14ARF expression on EGFR
half-life was assessed using immunoblot analysis with the anti-EGFR
antibody. EGFR and Tubulin intensities were quantiﬁed using the
Image J software. Relative EGFR level was expressed as the ratio be-
tween EGFR and Tubulin in each condition and was normalized to 1 in
the absence of cycloheximide (with or without ARF). Data were re-
presented as mean± SD of three independent experiments.
2.3. Western blotting and antibodies
Immunoblotting was performed using whole cell extracts prepared
in RIPA buﬀer with Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
(Roche Diagnostics, Meylan, France) and Phosphatase Inhibitor
Cocktail set II from Calbiochem (VWR, Fontenay-sous-bois, France) as
described previously [16]. The anti-EGFR (D38B1), anti-phospho-EGFR
(Tyr1045), anti-p14ARF (4C6/4), anti-AKT, anti-phospho-AKT (D9E),
anti-phospho-c-Cbl(Tyr731) antibodies were purchased from Cell Sig-
naling (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France). The anti-α tubulin (B-
5-1-2) and anti-c-Cbl (C15) antibodies were purchased from Santa-Cruz
(Clinisciences, Montrouge, France). Quantiﬁcation of protein levels was
performed using the Image J software.
2.4. Statistical analysis
The results were presented as mean± SD from 3 independent ex-
periments. The statistical signiﬁcance between experimental groups
were calculated by the Mann-Whitney U test or by the ANNOVA test
using the Statview 4.1 software (Abacus Concept, Inc). Two-sided p
values ≤ 0.05 were considered signiﬁcant.
3. Results
3.1. ARF downregulates the expression of wild type and mutant EGFR
proteins
To address the role of ARF in the regulation of EGFR expression, we
ﬁrst used a transient transfection system in CHO cells, which do not
express endogenous EGFR. Equal amounts of WT or mutant Del-19
EGFR expression vectors were co-transfected with control empty vector
or ARF expression vector. EGFR expression was then studied by western
blotting. Overexpression of ARF resulted in a decrease of both WT
(Fig. 1A) and mutant EGFR (Fig. 1B) protein levels. To conﬁrm the
observations made in the ectopic CHO system, we used lung tumor cell
lines that contains either WT EGFR or mutant EGFR-Del19. Transfection
of ARF in H358 and A549 cells with WT EGFR led to a decrease in the
abundance of EGFR protein (Fig. 1C). Same results were obtained when
using the H2935 and HCC827 cell lines which carry the EGFR-Del19
mutant (Fig. 1D). To further validate the data, we neutralized ARF
expression using siRNA in the lung tumor cell lines. As expected, the
downregulation of ARF upregulated EGFR protein level in both WT and
mutant EGFR cells (Fig. 1E, F respectively). Taken together these results
showed that ARF downregulates the expression of wild type and mutant
EGFR.
3.2. ARF decreases the half life of wild type and mutant EGFR proteins
Then we studied the mechanism by which ARF aﬀects EGFR ex-
pression. Using quantitative RT/PCR, we did not observe any sig-
niﬁcant diﬀerences in EGFR mRNA levels in the four lung tumor cell
lines transfected with control mismatch or ARF siRNA (data not
shown). This suggested that ARF decreases EGFR expression by a me-
chanism that does not involve changes in the EGFR transcription. To
determine if ARF-induced EGFR downregulation was due to protein
degradation, CHO cells were transfected with WT or mutant EGFR ex-
pression vectors together with empty or ARF vector. Fourty-eight hours
following transfection, cells were incubated with the protein synthesis
inhibitor cycloheximide (CHX) and samples were collected at diﬀerent
time points. Samples collected at the time of CHX addition were con-
sidered as the 0 h time point. We found that enforced ARF expression
reduces the half life of WT EGFR to about 1.6 h as compared to≥ 6 h in
the case of cells transfected with control empty vector (Fig. 2A, B). Also,
mutant EGFR half life was reduced to about 2.2 h following ARF
transfection as compared to> 8 h in cells transfected with control
empty vector. (Fig. 2C, D). Taken together, these results demonstrated
that ARF downregulates the expression of wild type and mutant EGFR
proteins through enhanced degradation.
Table 1
Status of ARF, EGFR and p53 in cell lines.
Cell lines ARF status EGFR status P53 status
H358 WT WT null
A549 WT WT WT
H2935 WT MUT (delE746-A750) WT
HCC827 WT MUT (delE746-A750) Deletion in frame
CHO N/A null MUT
WT, wild type; MUT, mutant, N/A, not available.
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3.3. ARF promotes the degradation of wild type EGFR by activating the
canonical lysosomal c-Cbl signaling pathway
The rate of lysosomal degradation is a major determinant of the half
life of the EGFR protein. Early steps of EGFR degradation involve
autophosphorylation of its tyrosine residue 1045. This allows the re-
cruitment and tyrosine phosphorylation of the c-Cbl protein, a process
required for further endocytosis and degradation of the receptor [6,17]
(Fig. 3A). To investigate the mechanism of WT EGFR decay induced by
ARF, we ﬁrst used the CHO overexpression system and analyzed EGFR
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Fig. 1. ARF downregulates the expression of wild type (WT) and mutant EGFR. A, B, CHO cells (EGFR null) were transfected with empty vector (Ctl) or ARF
expressing vector together with a plasmid encoding wild type (WT) EGFR or mutant Del19 EGFR for 72 h. C, D, Cells expressing WT EGFR (H358, A549) or mutant
EGFR (H2935, HCC827) were transfected with empty vector (Ctl) or ARF expressing vector and subjected to G418 selection for 5 days. E, F, Cells were transfected
with mismatch (Ctl) or ARF siRNA (siARF) for 72 h. A-F, Western blotting was performed on total protein extracts. Tubulin was used as a loading control. Histograms
represent EGFR/Tubulin ratios. The levels obtained in control cells (Ctl) were arbitrary assigned to 1. (n= 3, mean± SD, Mann-Whitney) * p < 0.05.
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expression following treatment with Baﬁlomycin A1, a known lysosome
inhibitor. Downregulation of EGFR level induced by ARF expression
was prevented in the presence of Baﬁlomycin A1 (Fig. 3B) thereby in-
dicating that ARF promotes EGFR degradation by the lysosome. To go
further, we looked at pEGFR-Y1045 and p-Cbl-Y731 status. We ob-
served that pEGFR-Y1045 and p-Cbl-Y731 levels were increased when
ARF was overexpressed in CHO-EGFR cells (Fig. 3C). To conﬁrm the
results we used H358 cells. Again, accumulation of phospho-EGFR-
Y1045 and phospho-Cbl-Y731 proteins was found following ARF
transfection compared with control empty vector (Fig. 3D). On the
contrary, neutralization of ARF using siRNA in the same cells decreased
pEGFR-Y1045 and p-Cbl-Y731 levels (Fig. 3E). Collectively, these re-
sults demonstrated that ARF stimulated the pEGFR-Y1045/pCbl-Y731
signaling pathway to promote the lysosomal degradation of WT EGFR.
3.4. ARF induces the degradation of the EGFR-Del19 mutant by activating a
non-canonical AKT-dependent lysosomal pathway
Next we studied whether ARF decreases the half life of mutant
EGFR-Del19 similarly to the wild type EGFR. Surprisingly, we observed
that the decrease of EGFR-Del19 expression in HCC827 cells transfected
with ARF was not associated with the accumulation of p-EGFR-Y1045
and pCbl-Y731 (Fig. 4A). Neutralization of ARF with siRNA in the same
cells conﬁrmed the absence of positive regulation of p-EGFR-Y1045 and
pCbl-Y731 by ARF (Fig. 4B). Nevertheless, treating CHO-EGFR-Del19
expressing cells with Baﬁlomycin A1 prevented the downregulation of
the receptor following ARF transfection (Fig. 4C), indicating that the
receptor was still adressed to the lysosome. This suggested that a route
diﬀerent to the canonical pEGFR-Y1045/pCbl-Y731 signaling pathway
was involved in EGFR-Del19 degradation mediated by ARF.
It was recently reported that AKT facilitates EGFR traﬃcking and
turn over [18]. To assess whether ARF might control EGFR-Del19 de-
gradation by this way, we ﬁrst used AKT inhibitors and the ectopic CHO
system. We showed that pharmacological suppression of the AKT
pathway using Wortmanin or triciribin prevented the ability of ARF to
decrease the expression level of EGFR-Del19 (Fig. 5A, B). In addition,
we observed that ARF stimulated AKT phosphorylation on Serine re-
sidue 473 (Fig. 5A). Accumulation of phospho-AKT was conﬁrmed in
Fig. 2. ARF decreases the half life of WT and mutant EGFR proteins. A-D, CHO cells were transfected with wild-type EGFR or EGFR-Del19 expression vector together
with control or ARF plasmid for 48 h and incubated with cycloheximide (10 μg/ml) for the indicated time points. A, C, Western blotting was performed on total
protein extracts. B, D, Relative EGFR level was expressed as the ratio between EGFR and Tubulin in each condition (with or without ARF) and was normalized to 1 in
the absence of cycloheximide (n= 3, mean± SD, two-way ANOVA).
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HCC827 and H2935 cells transfected with ARF expression vector
(Fig. 5C). On the other hand, the neutralization of ARF using siRNA
reduced the expression of phospho-AKT in the same cells (Fig. 5D).
Taken together, these results showed that ARF induces the lysosomal
degradation of EGFR-Del19 by a non-canonical pathway that requires
AKT. Interestingly, upregulation of phospho-AKT by ARF was not found
in H358 cells that carry WT EGFR (Fig. 5E) indicating that ARF acti-
vates distinct signaling pathways to control the turn over of wild type
and mutant EGFR.
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Fig. 3. ARF promotes a " classical " lysosomal degradation of wild type (WT) EGFR. A, Schematic representation of early steps of EGFR degradation by the lysosome.
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4. Discussion
Endocytosis is the major regulator of signaling from receptor tyr-
osine kinases including EGFR. Modulation in EGFR traﬃcking and
function is likely to play a key role during cancer development and
several oncogenes or tumor suppressor genes have been proposed to
exert their action by controlling EGFR traﬃcking. In this study we
identify the ARF tumor suppressor as a positive regulator of EGFR de-
gradation by the lysosome. We show that ARF overexpression is asso-
ciated with induction of apoptosis and inhibition of cell growth in cell
lines expressing wild-type EGFR [12] and mutant EGFR
(Supplementary Fig. 1). As we recently demonstrated that EGFR re-
presses ARF expression to promote the survival of lung tumor cells [16],
these results uncover a feedback loop by which ARF may control EGFR
turnover to restrain oncogenic signaling. According to the data on
cbioportal, a signiﬁcant (p < 0.001) co-occurrence between altera-
tions of EGFR (ampliﬁcation/mutation) and ARF (deletion) genes was
observed from other 54 thousand patients with cancer revealing an
inverse relationship between the expression of both proteins. Therefore
our results on cell lines provide a mechanistic rationale for these " in
situ " observations by demonstrating the existence of a loop between
EGFR and ARF, each protein negatively regulating the expression of the
other ([16] and this study). However, we believe that the biological
result of this ARF/EGFR loop on lung cancer growth is complex and
may depend on the level of expression/ activation of the proteins as
well as on the upstream stimuli.
We show that the half life of WT EGFR is diminished upon ARF
expression, which correlates with increased phosphorylation of
Tyrosine 1045 of WT EGFR and of tyrosine 731 of c-Cbl. Together,
these results strongly suggest that ARF activates the classical c-Cbl-
dependent lysosomal pathway to promote the degradation of WT
EGFR. ARF also decreases the half life of mutant EGFR protein in
lung tumor cell lines. However we do not observe a positive reg-
ulation of phospho-EGFR-Y1045 and phospho-c-Cbl-Y731 levels by
ARF in that case, although we ﬁnd that the mutant receptor is still
degraded by the lysosome. It was previously reported that NSCLC-
associated mutant EGFR are subjected to c-Cbl-independent protea-
somal degradation [8,19]. This could explain why ARF uses alternate
pathways for degradation of mutant EGFR by the lysosome compared
to wild type EGFR. It was also previously reported that AKT facil-
itates the endocytic traﬃcking of ligand-activated EGFR to promote
its degradation [18]. Interestingly, we show that overexpression of
ARF induces the accumulation of phospho-AKT in cells expressing
mutant EGFR but not in cells with WT EGFR. In addition pharma-
cological inhibition of AKT prevents mutant EGFR decay induced by
ARF. Taken together, these results strongly suggest that AKT
pathway is involved in the degradation of the receptor in that case.
Moreover, it has been previously shown that ARF regulates protein
expression through translationnal control [20,21]. Therefore, we
cannot exclude the possibility that ARF diﬀerentially regulates wild
type and mutant EGFR mRNA translation.
As a whole, these results demonstrate that ARF induces the ly-
sosomal degradation of wild type and mutant EGFR through distinct
mechanisms (Fig. 6). How ARF could regulate EGFR Tyr phosphor-
ylation and/or AKT activity? To our knowledge there is no evidence
that ARF and EGFR proteins interact and we could not detect an
EGFR/ARF complex in our cells (data not shown). Therefore we be-
lieve that ARF indirectly induces EGFR phosphorylation. It was
shown that p38 mitogen-activated protein kinase stimulates EGFR
degradation through activation of EGFR Y1045 phosphorylation
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[22]. As relationships between ARF and p38 MAPK pathways were
previously reported in other cellular models [23,24], it could be
possible that ARF regulates p38 MAPK activity to control the de-
gradation of wild type EGFR in our system. Moreover, it is also
possible that ARF controls modulators of AKT activity such as PTEN,
PDK1 or mTORC2 in cells expressing the EGFR-Del19 mutant. This
requires further investigations.
In conclusion, we propose a novel mechanism of feedback regula-
tion through which the ARF tumor suppressor restrains EGFR signaling
by adressing EGFR to the lysosome. In this model, ARF induces the
lysosomal EGFRY1045/c-Cbl pathway in wild type EGFR cells whereas
it activates a non-canonical AKT-dependent degradation pathway in
cells expressing mutant EGFR-Del19. As ARF expression is down-
regulated in many tumors including NSCLC [25,26], it can be assumed
that impaired degradation of EGFR through ARF depletion enhances
oncogenic signaling and contributes to cancer development. Moreover,
as sensitive mutant EGFR are more prone to TKI-induced receptor de-
gradation than resistant cells [19], it remains to determine whether
ARF may be involved in this setting.
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Fig. 5. Lysosomal degradation of EGFR-Del19 by ARF involves AKT activation. A, B, CHO cells were transfected with EGFR-Del19 plasmid together with control (Ctl)
or ARF expression vector for 72 h. Wortmanin (0.5 μM) or Triciribin (10 μM) was added for 4 h before cell lysis. (A) Western blotting was performed on total cellular
extracts. Tubulin was used as a loading control. (B) Relative EGFR level was expressed as the ratio between EGFR and Tubulin in each condition (with or without
ARF) and was normalized to 1 in the absence of treatment. (n=3, mean± SD, Mann-Whitney), * p < 0.05. C, E, Cells were transfected with empty vector (Ctl) or
ARF expressing vector and subjected to G418 selection for 5 days. Western blotting was performed on total protein extracts. D, Cells were transfected with mismatch
(Ctl) or ARF siRNA (siARF) for 72 h and subjected to western blot analysis. C-E, Histograms show pAKT/AKT ratios which are represented relative to control plasmid
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a b s t r a c t
Many Receptor Tyrosine Kinases translocate from the cell surface to the nucleus in normal and patho-
logical conditions, including cancer. Here we report the nuclear expression of insulin-like growth factor-1
receptor (IGF1R) in primary human lung tumours. Using lung cancer cell lines and lung tumour xeno-
grafts, we demonstrate that the epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor (EGFR-TKI)
geﬁtinib induces the nuclear accumulation of IGF1R in mucinous lung adenocarcinoma by a mechanism
involving the intracellular re-localization of the growth factor amphiregulin. Amphiregulin allows the
binding of IGF1R to importin-b1 and promotes its nuclear transport. The nuclear accumulation of IGF1R
by amphiregulin induces cell cycle arrest through p21WAF1/CIP1 upregulation, and prevents the induction
of apoptosis in response to geﬁtinib. These results identify amphiregulin as the ﬁrst nuclear localization
signal-containing protein that interacts with IGF1R and allows its nuclear translocation. Furthermore
they indicate that nuclear expression of IGF1R contributes to EGFR-TKI resistance in lung cancer.
© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Receptor tyrosine kinases (RTK) are known to initiate a network
of intracellular signalling pathways, at the plasma membrane, that
relay cell surface information to the nucleus and/or to other
intracellular compartments. In the last decade, nuclear trafﬁcking
of several RTKs has been gradually deciphered to paint a picture
whereby intact or cleaved cell surface receptors shuttle from the
cell surface to the nucleus after endocytosis. The most studied RTK
is the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) [1]. Nuclear
accumulation of EGFR is indicative of poor overall survival and
enhanced tumour growth in numerous cancers, (breast, ovary, lung
etc.). Nuclear EGFR has also been linked to resistance to therapeutic
agents including radiation, chemotherapy and more recently tar-
geted therapy [2,3]. The role of the nuclear expression of most of
the other RTKs in tumour development and response to treatment
remains unclear [4].
Inhibitors of the Tyrosine Kinase activity of EGFR (EGFR-TKI,
Geﬁtinib) have proved their efﬁcacy and superiority to chemo-
therapy as ﬁrst-line therapy in non-small cell lung cancer patients.
However, a good proportion of these tumours do not respond.
Intrinsic resistance mechanisms to EGFR-TKI have been identiﬁed
and include the lack of addiction to EGFR pathway (absence of
activating mutation), the presence of a resistance mutation of EGFR
or the activation of bypass signalling pathways including insulin
like growth factor 1 receptor (IGF1R) [5]. IGF1R is associated with
the progression of non-small cell lung cancers with wild-type EGFR
under geﬁtinib treatment [6], especially in mucinous lung
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adenocarcinoma subtype [7]. Thesemucinous tumours overexpress
both amphiregulin (Areg), a speciﬁc EGFR ligand, and IGF1R pro-
teins, that cooperate to promote resistance to geﬁtinib [7,8]. How-
ever the molecular mechanism behind this cooperation is not well
understood.
IGF1R is a cell surface RTK growth factor that plays several
crucial roles in cell biology. Binding of growth factor such as
insulin-like growth factor (IGF1) to IGF1R classically induces the
activation of signal transduction pathways, including the phos-
phatidylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT and mitogen-activated
protein kinase (MAPK) pathways. Activation of these canonical
pathways regulates cell growth, proliferation, differentiation, and
apoptosis in different cell types [9]. IGF1R translocates from the
cell surface to the nucleus upon ligand binding. The full func-
tional relevance of this nuclear expression remains unknown but
some studies reported that nuclear IGF1R may stimulate cell-
cycle progression [10,11]. Nuclear translocation of IGF1R is
mediated by clathrin-dependent endocytosis [12] and by in-
teractions of IGF1R with microtubules, importin-b1 and sumoy-
lase [13e15]. In recent years, several studies have reported the
increased expression of IGF1R in the nucleus of proliferative non-
malignant tissues, pre-invasive lesions of the breast and primary
cancer cells, and this nuclear IGF1R accumulation was associated
with poor clinical outcome for patients with renal cancers and
embryonal rhabdomyosarcomas [12,16]. Recently also, nuclear
IGF1R was identiﬁed as a predictive biomarker for the response
to anti-IGF1R therapy in sarcoma patients [17]. Interestingly,
geﬁtinib was reported to enhance IGF1R nuclear translocation in
hepatocellular carcinoma Mahlavu cells but the role of nuclear
IGF1R, if any, was not studied [18]. In this study, we investigated
whether nuclear IGF1R may play a role in the response of lung
tumour cells to EGFR-TKI.
2. Materials and methods
2.1. Tissue samples and immunohistochemistry
Twenty-four human adenocarcinoma samples were taken at
surgical resection of lung tumours. Tissue banking and research
conduct was approved by the ministry of Research (approval AC-
2010-1129) and by the regional IRB (CPP 5 Sud-Est). Histopathol-
ogy diagnosis was made on formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded
samples using the current WHO classiﬁcation [19,20]. Twenty-four
samples from formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded human NSCLC
H358 cells xenografted in mice were also used [8]. Immunostaining
was performed on 3 mm tissue sections on an automated instru-
ment (Bench-Mark, Ventana Medical Systems, Strasbourg, France)
according to the manufacturer's instructions. Tissue sections were
de-parafﬁnized, dehydrated, and subjected to antigen retrieval in
CC1 buffer (pH 8.0). Anti-IGF1R antibody (Cell Signalling Technol-
ogy, Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) against the b-
subunit domain of IGF1R and recognizing both membrane and
nuclear IGF1R was used. Detection was performed using Optiview
DAB IHC detection kit (IGF1R). Negative controls consisted in
omission of the primary antibody and incubation with immuno-
globulins of the same species and isotype. IGF1R was highly
expressed in lymphocytes, which served as positive controls. Im-
munostaining was evaluated by one thoracic pathologist (SL), who
was blinded to all clinico-pathological variables. Scoring of immu-
noreactivity of IGF1R in the nucleus was assessed as the percentage
of tumour cells with nuclear IGF1R staining. Tumour sections with
more than 10% of cells with nuclear IGF1R staining were considered
as positive.
2.2. Cell culture, transient transfections and drug treatments
H358, H441, H322, A549 were human lung adenocarcinoma cell
lines from ATCC. HCC827, PC9, H1975 and H1719 were human lung
adenocarcinoma cell lines kindly provided by Pr A. Gazdar. Cell
lines were authenticated by DNA STR proﬁling (ATCC Cell line
Authentication Service, LGC Standard SARL, Molsheim, France). All
cells were mycoplasma free and maintained in RPMI-
1640 þ GlutaMAX medium (GIBCO, Cergy Pontoise, France) sup-
plemented with 10% foetal calf serum in a humidiﬁed incubator
with 5% CO2 at 37 C. Transfection of cells was performed with
jetPEI (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). pME18S-AR-
V5D11C vector was kindly provided by Dr Shigeki Higashiyama.
Transfection with siRNA was carried out using jetPrime reagent
(Ozyme) and the cells were analysed 72 h post-transfection. The
sequences designed to speciﬁcally target human Amphiregulin
mRNAs were as follows: siAreg1 50-CGAACCACAAAUACCUGGC -30
and siAreg2, 50-CCUGGAAGCAGUAACAUGC-3’. The siRNA against
IGF1R were from Dharmacon (SMARTpool ON-TARGET plus IGF1R
siRNA). For all interference experiments, the mismatch siRNA
oligonucleotide used as a control was 50-UCGGCUCUUACGCAUU-
CAA-30 or ON-TARGET plus non targeting control pool (Dharma-
con). Geﬁtinib and dacomitinib were purchased from Selleckchem
(Souffelweyersheim, France) and dansylcadaverin from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). The effects of geﬁtinib
and dacomitinib on endogenous secreted and intracellular Areg
levels were assessed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) as previously described [8].
2.3. Cell fractionation, immunoprecipitation and immunoblotting
Cell fractionation was performed as described previously [21].
The high-salt nuclear fraction protocol has been previously re-
ported [22]. RIPA buffer was used for total proteins extracts. IGF1R
and laminB intensities were quantiﬁed using the Image J software
and the relative densitometric areas for IGF1R were determined
according to lamin B signal in each condition.
2.4. Antibodies
The anti-EGFR (D38B1), anti-IGF1R, anti-lamin B1 (D4Q4Z) and
anti-active caspase 3 antibodies were purchased from Cell Signal-
ling (Ozyme). The anti-IGF1R (for nuclear detection), anti-impor-
tin-b1, anti-amphiregulin, anti-a tubulin (B-5-1-2), anti-actin (C-2),
anti-c-myc, anti-cyclin A, anti-cyclin B1 and anti-cyclin E antibodies
were purchased from Santa-Cruz (Clinisciences, Montrouge,
France). Anti-V5 was from Thermo-ﬁsher (Villebon-sur-Yvette,
France) and anti-p21Waf1 (Ab1) from CalbioChem (MerckMillipore,
Molsheim, France).
2.5. RNA extraction, reverse transcription and real-time
quantitative PCR analysis
RNA was extracted using a High Pure RNA isolation kit (Roche
Diagnostics) according to the manufacturer's protocol and sub-
jected to Reverse Transcription using iScript RT supermix (Biorad,
Marnes-la-Coquette, France). Quantitative PCR (qPCR) was per-
formed with iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad). The
primers used for cDNA ampliﬁcation were Areg F: 50-ATATCA-
CATTGGAGTCACTGCCCA-3’; Areg R: 50-GGGTCCATTGTCTTATGATC-
CAC-3’; GAPDH S: 50-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3’; GAPDH AS: 50-
ATCCACAGTCTTCTGGGTGG-3’. Ampliﬁcation of GAPDH was per-
formed in all experiments and used as reference gene. Relative gene
expression was calculated for each sample as the ratio of target
cDNA copy number to GAPDH cDNA copy number.
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2.6. Immunoﬂuorescence
Cells were ﬁxed with 2% paraformaldehyde in PBS for 10min at
4 C, washed three times with PBS, and permeabilized with acetone
for 10min at room temperature. Blocking was performed in 5% BSA
and primary antibodies were incubated overnight at 4 C. Cells
were vizualised with an Axioimager microscope (Carl Zeiss, Jena,
Germany) and the AxioVision® software at a 60magniﬁcation and
processed with Image J software.
2.7. Proximity Ligation Assays (PLA)
PLA was performed using the Duolink® In Situ kit from Olink
Bioscience (Sigma-Aldrich). The PLA was conducted according to
the manufacturer's recommendations. A multiphoton Zeiss (Ober-
kochen, Germany) LSM510 META NLO confocal microscope was
used for analyzing all immunoﬂuorescence experiments, at 60
magniﬁcation. Images were acquired with AxioCam digital micro-
scope camera and analysed using Icy 1.7 software. All images are z-
stacked.
2.8. Cell cycle analysis
Cells were treated with geﬁtinib or vehicle for 48 h, ﬁxed in 70%
ethanol, incubated with RNase A (100 mg/ml) and stained with
propidium iodide (10 mg/ml). For BrdU analysis cells were pulsed
with 10 mM of BrdU for 1 h following geﬁtinib treatment, and pro-
cessed using the APC BrdU Flow Kit (BD Pharmingen, Le Pont de
Claix, France). Analysis was performed on a FACScan (BD Biosci-
ence) and CellQuest software (BD Bioscience) to assess cell cycle
distribution.
2.9. Statistical analysis
Continuous variables were compared using t-test, the Kruskall-
Wallis U-test, or analysis of variance test. Categorical variables were
compared using Х 2 test. Two-sided p values 0.05were considered
signiﬁcant. All analyses were performed using Statview 4.1 soft-
ware (Abacus Concept, Inc).
3. Results
3.1. Geﬁtinib promotes nuclear accumulation of IGF1R in mucinous
lung adenocarcinoma cell lines
Nuclear IGF1R has never been described in primary lung tu-
mours. Therefore, we ﬁrst studied whether IGF1R was present in
the nucleus of tumour cells in primary human lung adenocarci-
noma (Table S1). Immunostaining of IGF1R was mostly observed at
the membrane of tumour cells with the Ventana G11 anti-IGF1R
antibody ([7] and Fig. S1a) frequently used in the labelling of
IGF1R in clinical samples. In contrast, the Cell Signalling Technology
3027 anti-IGF1R antibody stained cytoplasm and/or nucleus (Fig.1).
This suggests that different conformation exists between
membrane-bound cell surface IGF1R and nuclear IGF1R. Using the
Cell Signalling antibody, IGF1R was nuclear in a large number of
lung adenocarcinomas (13 out of 24, 54%) and was also detectable
in some adjacent basal cells of the normal bronchial epithelia and in
normal pneumonocytes and lymphocytes (Fig. 1). Heterogeneous
staining of nuclear IGF1R was observed within and between tu-
mours. Altogether, these results provided the ﬁrst evidence of a
nuclear expression of IGF1R in human lung tumours. In agreement
with these data, we detected the IGF1R protein in nuclear extracts
of cell lines from various lung adenocarcinoma subtypes using cell
fractionation and western blotting (Fig. S1B).
To investigate whether EGFR-TKI controls the nuclear localiza-
tion of IGF1R, we exposed the NSCLC cell lines to geﬁtinib, an EGFR-
TKI currently used in clinic. Using western blotting of IGF1R after
cell fractionation, we observed a signiﬁcant accumulation of IGF1R
in the nuclear extracts of H358 and H441 cell lines 24 h after
Fig. 1. Nuclear expression of IGF1R in NSCLC primary tumours. Representative pictures of IGF1R immunostaining in human lung adenocarcinoma with heterogeneous nuclear
IGF1R staining (arrows). A, some basal cells of normal bronchial epithelium with a nuclear IGF1R staining; B, pneumonocytes from normal lung with a nuclear IGF1R staining; C, D,
Mucinous invasive adenocarcinoma with a strong nuclear IGF1R staining and a mild membrane staining; lymphocytes are positive internal controls; scale bar¼ 50 mm.
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geﬁtinib treatment, whereas nuclear IGF1R did not vary in the other
tested cell lines (Fig. 2A upper panel and 2B). Interestingly, these
cell lines derive from mucinous lung adenocarcinoma, in which
resistance to geﬁtinib is associated to IGF1R expression [7]. The
total cellular expression level of IGF1R was not affected by geﬁtinib
(Fig. 2A lower panel). Of note, nuclear accumulation of EGFR was
not observed in H358 and H441 cells indicating that geﬁtinib spe-
ciﬁcally targets IGF1R to the nucleus (Fig. S2A). Accumulation of
nuclear IGF1R was clearly detected as early as 4 h after geﬁtinib
addition in H358 cells (Fig. 2C) and IGF1R remained in the nucleus
even after 96 h (Fig. S2B). Next we wondered if the nuclear accu-
mulation of IGF1R is a general consequence of EGFR-TKI treatment
and indeed we found that dacomitinib also increased level of nu-
clear IGF1R in H358 cells (Fig. 2D). IGF1R was mostly at the nuclear
membrane and in the nucleus of geﬁtinib-treated cells whereas it
was mainly located at the plasma membrane and in the cytoplasm
of untreated cells (Fig. 2E). Next we extracted soluble nuclear
proteins fromH358 and H441 cells with high salt. As expected from
the immuno-localization, the nuclear soluble fraction contained
some IGF1R and this amount increased under geﬁtinib exposure
(Fig. 2F). Then, we pre-treated cells with dansylcadaverine, an in-
hibitor of clathrin-dependent endocytosis, which is the ﬁrst step of
nuclear transport. In agreement, dansylcadaverine decreased the
level of nuclear IGF1R expression (Fig. 2G). Dansylcadaverine also
prevented the accumulation of nuclear IGF1R in response to geﬁ-
tinib, which strongly suggests that geﬁtinib promotes the nuclear
transport of the cell surface IGF1R. As a whole these results
demonstrate that EGFR-TKIs induce the nuclear accumulation of
IGF1R in mucinous lung adenocarcinoma cell lines.
3.2. Nuclear accumulation of IGF1R by geﬁtinib requires
amphiregulin
As we reported a strong association between IGF1R and Areg
expression in mucinous lung adenocarcinoma [7], we postulated
that Areg might play a role in the nuclear accumulation of IGF1R
induced by geﬁtinib. To test this hypothesis, we neutralized Areg
expression using speciﬁc siRNA and Areg depletion was veriﬁed by
RT-qPCR (Fig. 3A and B right panels). We found that Areg knock-
down prevented the nuclear accumulation of IGF1R induced by
geﬁtinib in both H358 (Fig. 3A and Fig. S3) and H441 cell lines
(Fig. 3B and Fig. S3). Next, we took advantage of previous in vivo
experiments in which we had treated H358 tumour-bearing mice
with geﬁtinib, Areg siRNA, or their combination [8]. We used these
previously ﬁxed tumour samples to analyse the expression and
localization of IGF1R by immunohistochemistry. In the control
group a clear membrane labelling of IGF1R was mainly observed
with only few cells having nuclear staining (Fig. 3C and Fig. S3C).
Strikingly, all tumours from geﬁtinib-treated mice had positive
perinuclear and/or nuclear IGF1R staining. This conﬁrms our in vitro
data showing that geﬁtinib induces nuclear accumulation of IGF1R.
As in the primary tumours (Fig. 1), nuclear IGF1R expression was
heterogeneously distributed. Tumours cells frommice treated with
Areg siRNA and vehicle mainly showed membrane IGF1R staining.
A small increase in nuclear IGF1R staining was observed in 2 out of
6 tumour xenografts in mice compared to geﬁtinib-treated mice
(Fig. S3C). Combination of geﬁtinib with Areg siRNA prevented the
appearance of nuclear IGF1R staining (p¼ 0.0046) compared to
geﬁtinib alone. Taken together, these results show that Areg is
involved in the nuclear accumulation of IGF1R induced by geﬁtinib
both in vitro and in vivo.
To study the mechanisms by which Areg facilitates the nuclear
transport of IGF1R, we ﬁrst analysed the effect of EGFR-TKIs on Areg
expression by ELISA. Both the EGFR-TKIs, geﬁtinib and dacomitinib,
reduced Areg secretion from both H358 (Fig. 3D) and H441 cells
(Fig. S4A). As Areg expression is required for nuclear accumulation
of IGF1R, we suspected a role of Areg within the cell rather than out
of the cells. Indeed EGFR-TKI increased the intracellular/secreted
Areg ratio (Fig. S4B). Next we expressed a V5-taggedwild-type Areg
in H358 cells and analysed the localization of Areg by immunoﬂu-
orescence using anti-V5 antibody. Areg-V5 staining was mainly
detected at the plasma membrane under steady-state conditions
(Fig. 3E). However Areg was cytoplasmic in the presence of geﬁti-
nib. These results indicate that geﬁtinib induces the relocation of
Areg inside the cell.
To further demonstrate whether intracellular Areg contributes
to the nuclear transport of IGF1R, we analysed nuclear IGF1R
expression, in H322 and A549 cells, as they express very low levels
of Areg (Fig. S4C and S4D). To express intracellular Areg, we
transfected these cells with a plasmid that encodes a truncated
mutant Areg (Areg-V5-DC11), which spontaneously localizes
mainly at the endoplasmic reticulum and the nuclear envelope [23].
IGF1R accumulated in the nucleus when cells were transfectedwith
Areg-V5-DC11 (Fig. 3F). These results indicate that intracellular
Areg controls the nuclear transport of IGF1R and that geﬁtinib likely
promotes nuclear translocation of IGF1R by a mechanism involving
intracellular Areg.
3.3. Geﬁtinib induces the formation of an importin-b1/IGF1R/Areg
complex
It has been reported that association with importin-b1 is
important for the translocation of IGF1R into the cell nucleus
following IGF stimulation [14]. Next we performed in situ Proximity
Ligation Assays (PLA) in H358 cells to study interaction between
IGF1R and importin-b1. Importin-b1 and IGF1R co-localized, and
this interaction increased under geﬁtinib exposure (Fig. 4A). Then
we transfected H358 cells with siRNA against Areg. Neutralization
of Areg prevented the geﬁtinib-induced interaction between
importin-b1 and IGF1R (Fig. 4A). We also performed a co-
immunoprecipitation assay with anti-IGF1R antibody and probed
with importin-b1 antibody. Notably interaction between importin-
b1 and IGF1R was induced in geﬁtinib-treated cells and was
dependent of Areg expression (Fig. S5). Based on these results we
speculated that Areg could associate with both IGF1R and importin-
b1. By using PLA in H358 cells, we showed that geﬁtinib induced the
interaction between Areg and IGF1R as well as between Areg and
importin-b1 (Fig. 4B). Collectively these results indicate that geﬁ-
tinib promotes nuclear translocation of IGF1R through the forma-
tion of an importin-b1/IGF1R/Areg complex.
3.4. The Areg/IGF1R pathway induces p21Waf1 accumulation and G1
arrest
We previously reported that, in mucinous cell lines, Areg co-
operates with IGF1R to inhibit geﬁtinib-induced apoptosis [7]. In
those mucinous cell lines that accumulate nuclear IGF1R following
intracellular expression of Areg or geﬁtinib treatment we did not
observe apoptosis induction (data not shown and see further).
Whenwe analysed the cell cycle distribution by BrdU/7AAD double
staining and by propidium iodide staining and ﬂuorescence-
activated cell-sorting (FACS) analysis, we found a signiﬁcant in-
crease in the proportion of cells in the G0-G1 phases in response to
geﬁtinib (Fig. 5A). Next we looked at cell cycle proteins in cells
treated with geﬁtinib. P21Waf1 cyclin-dependent kinase inhibitor
was upregulated, cyclin A and cyclin B1 were downregulated and
the cyclin E level was unchanged (Fig. 5B). This was consistent with
a p21Waf1-dependent G1 arrest in response to geﬁtinib. Neutrali-
zation of Areg with siRNA prevented the p21Waf1 accumulation
induced by geﬁtinib, showing a role of Areg in the G1 arrest
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Fig. 2. Geﬁtinib induces nuclear accumulation of IGF1R in lung adenocarcinoma cell lines. A, Immunoblotting of IGF1R in a panel of lung adenocarcinoma cells treated or not
with geﬁtinib. The absence of tubulin signal in the nuclear extracts validates the cell fractionation efﬁciency. B, Quantiﬁcation of nuclear IGF1R (NucIGF1R) in the same panel of cell
lines. (n¼ 3, mean± SD; Student's t-test (two-tailed)). C, Immunoblotting of nuclear IGF1R in H358 cells treated with geﬁtinib for the indicated times. D, Western blot analysis of
nuclear IGF1R expression in H358 cells treated with various EGFR-TKI. E, Representative immunoﬂuorescence images of IGF1R expression (in red) in cells treated or not with
geﬁtinib. DAPI (in blue) was used to counterstained nuclei. Scale bar¼ 10 mm. F, IGF1R in nuclear soluble fractions (Ns) of cells treated with geﬁtinib. C-myc was used as a loading
control. G, Nuclear expression of IGF1R in cells pretreated or not with dansylcadaverine (Dc) before geﬁtinib treatment. C, D, F, G, Values indicate relative nuclear IGF1R/Lamin B
ratio. (For interpretation of the references to colour in this ﬁgure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 3. Nuclear accumulation of IGF1R by geﬁtinib requires amphiregulin. A, B, cells were transfected with control (siCtl) or siRNA against Areg (siAreg) and treated or not with
geﬁtinib. Immunoblotting of nuclear IGF1R (left panel). Neutralization of Areg was studied by quantitative RT-PCR (right panel). Areg mRNA levels are represented relative to control
siRNA transfected cells in which the levels were arbitrary assigned to 1. C, Immunohistochemistry for IGF1R in H358 xenografts in athymic nude mice subjected to combined
treatment with vehicle, geﬁtinib and control (siCtl) or Areg siRNA (siAreg) as indicated. Scale bar¼ 50 mm. Arrows show cells with IGF1R nuclear staining. In siCtl and geﬁtinib-
treated section (upper right panel), the majority of cells have nuclear IGF1R labelling. D, ELISA assays of secreted Areg in H358 cells before and after geﬁtinib (Gef) or dacomiti-
nib (Daco) treatment (1 mM for 24 h). Relative secreted Areg levels are represented. The level was arbitrary assigned to 1 in untreated cells (mean ± SD, n¼ 6, two-way ANOVA). E,
H358 cells were transfected with Areg-V5 vector and treated or not with geﬁtinib. Cells were stained with V5 antibody (red) and Dapi (blue). Images are representative of three
independent experiments. Scale bar¼ 10 mm. F, Immunoblotting with IGF1R and V5 antibodies in cells transfected with control or mutant Areg-V5-DC11 vector. The absence of
tubulin signal in the nuclear extracts validates the cell fractionation efﬁciency. (For interpretation of the references to colour in this ﬁgure legend, the reader is referred to the Web
version of this article.)
Fig. 4. Geﬁtinib induces the formation of an importin-b1/IGF1R/Areg complex. A, Proximity Ligation Assay was performed for endogenous IGF1R and importin-b1 (imp-b1) in
H358 cells transfected with control (Ctl) or siRNA against amphiregulin (siAreg) and treated, or not, with geﬁtinib. Scale bar¼ 10 mm. B, Proximity Ligation Assay was performed for
endogenous IGF1R or importin-b1 (imp-b1) and amphiregulin (Areg) in H358 cells treated or not with geﬁtinib. Scale bar¼ 10 mm. Quantiﬁcation of Areg/IGF1R (left panel) and
Areg/importin-b1 (right panel) PLA interactions was made from three independent experiments (n¼ 50 cells each, mean± SD, Student's t-test (two-tailed)).
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(Fig. 5C). Interestingly, p21Waf1 clearly accumulated up to 4 days of
geﬁtinib treatment and then progressively disappeared (Fig. 5D).
Five days after p21Waf1 up-regulation was the time-point that
apoptosis occurred, as detected by accumulation of active caspase
3. These data indicate that Areg induces p21Waf1 accumulation and
G1 arrest and prevents the induction of apoptosis in response to
geﬁtinib.
As we showed that Areg mediates nuclear accumulation of
IGF1R (Fig. 3), we investigated the role of nuclear IGF1R in the
p21Waf1 accumulation.We transfected H322 cells with the Areg-V5-
DC11 mutant and observed a modest increased expression of
p21Waf1 (Fig. 5E). Neutralization of IGF1R by siRNA prevented this
p21Waf1 accumulation induced by Areg-V5-DC11. Because Areg-V5-
DC11 promotes nuclear expression of IGF1R (Fig. 3F), these results
indicate that nuclear IGF1R induces p21WAF1 accumulation.
Fig. 5. The Areg/IGF1R pathway induces a p21WAF1-dependent G1 arrest. A, Flow cytometry analysis showing BrdU incorporation (upper panel) or propidium iodide staining
(lower panel) in H358 cells with or without geﬁtinib treatment (48 h). The percentages of cells in each cell cycle phase are indicated. B, Expression of cell cycle regulators in
H358 cells treated or not with geﬁtinib. C, Immunoblotting of p21WAF1 in H358 cells transfected with control (siCtl) or Areg (siAreg) siRNA and treated or not with geﬁtinib.
Neutralization of Areg was studied by quantitative RT-PCR (bottom panel). Areg mRNA levels are represented relative to control siRNA transfected cells in which the levels were
arbitrary assigned to 1. D, Western blot were done to analyse p21WAF1 and active caspase 3 in lysates of H358 cells treated with geﬁtinib for indicated days. E, p21WAF1, Areg and
IGF1R expression was studied in total lysates of H322 cells transfected with control or mutant Areg-V5-DC11 plasmid.
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4. Discussion
In cancers, RTK-targeted therapies have demonstrated clinical
efﬁcacy. However intrinsic resistance mechanisms restrict their
use. Until now the exploration of these mechanisms of resistance
has focused on the signalling networks traditionally activated by
RTKs and their partners from the plasma membrane. A substantial
body of evidence now indicates that many full-length RTKs are
translocated to the nucleus, but their role in the response to cancer
treatment is still largely unknown. Here, we demonstrate that
EGFR-TKIs enhance the nuclear translocation of IGF1R in lung
tumour cells in vitro and in vivo. We also show that nuclear IGF1R
induces cell cycle arrest in response to geﬁtinib in correlation with
an inhibition of apoptosis. This indicates for the ﬁrst time that
nuclear expression of IGF1R contributes to EGFR-TKI resistance in
lung cancer.
Importin-b1 was previously reported as a major player in the
nuclear translocation of IGF1R following ligand stimulation [14].
Here, we demonstrate that geﬁtinib induces clathrin-dependent
endocytosis and binding of IGF1R to importin-b1. This conﬁrms
that the importin-b1/IGF1R interaction is a general determinant of
nuclear IGF1R transport. IGF1R does not have the nuclear locali-
zation sequence (NLS) that is required for importin-b1 binding
proteins, so it is likely imported in a complex with an unknown
NLS-containing protein [14]. We also reveal here themechanism by
which geﬁtinib works, as Areg is required for the formation of
IGF1R/importin-b1 complex as well as for the nuclear accumulation
of IGF1R following geﬁtinib treatment. Areg is expressed as a
membrane-anchored precursor protein (proAreg) on the cell sur-
face and is then proteolytically converted to soluble Areg isoforms
by membrane proteases, mainly TACE/ADAM17 [24,25]. Soluble
Areg can then engage in autocrine or paracrine signalling through
EGFR binding. In addition, un-shed proAreg and an Areg-cytosolic
fragment that is generated after TACE processing can be internal-
ized and translocated to the nucleus as part of a signalling pathway.
Interestingly, Areg was previously observed in the nucleus of
ovarian carcinoma cell lines, suggesting a growth regulatory role in
these cells [26,27]. Areg contains canonical NLS that could allow its
direct binding to importin-b1. We show here that geﬁtinib induces
intracellular redistribution of Areg and stimulates the formation of
Areg/importin-b1 and Areg/IGF1R complexes. Furthermore, the
expression of a mutated Areg, which spontaneously localizes inside
the cell, was found to enhance the nuclear translocation of IGF1R.
Collectively, our results identify Areg as a NLS-containing protein
that interacts with both IGF1R and importin-b1, allows the binding
of IGF1R to importin-b1, and IGF1R nuclear transport.
One remaining question is how geﬁtinib induces intracellular
redistribution of Areg. We showed that geﬁtinib downregulates the
level of soluble Areg. A recent study demonstrated that signalling
components regulate cleavage by ADAM17, including cleavage of
Areg [28]. It is thus possible that geﬁtinib deregulates a signalling
module that inhibits the secretion of Areg and promotes its inter-
nalization. Monoubiquitination of pro-Areg has also been reported
to accelerate its half-life on cell surface and to induce its internal-
ization [29]. Geﬁtinib could thus control pro-Areg ubiquitination to
stimulate its endocytosis. Alternatively geﬁtinib could inhibit the
transport of newly synthesized pro-Areg to the plasma membrane.
Further deeper studies are now required to investigate the role of
geﬁtinib in altering the subcellular distribution of Areg.
Our study is the ﬁrst to examine IGF1R nuclear immunostaining
in a series of lung tumours. We found 54% of lung adenocarcinoma
positive for nuclear IGF1R staining. This highlights the need for
further studying the expression of nuclear IGF1R in lung adeno-
carcinoma, as well as of its functional relevance in tumour devel-
opment. Indeed there is preliminary evidence that nuclear IGF1R
may constitute a potential biomarker in cancer [12,30]. Of note, the
detection of nuclear IGF1R in tumours depends on the antibody
used, as it has already been reported for the detection of nuclear
EGFR [31]. The fact that most IGF1R immunohistochemical studies
so far have used the Ventana G11 antibody, which stains membrane
well but only weakly stains the cytoplasm [7,32], may explain why
IGF1R nuclear immunostaining has not been previously reported in
primary lung tumours. Importantly, using a different antibody, we
demonstrated that geﬁtinib induces the nuclear accumulation of
IGF1R in mucinous lung adenocarcinoma. This suggests that nu-
clear IGF1R impacts cancer treatment response, and that it may be
an especially important conduit of EGFR-TKI-based therapy.
In support of a role of nuclear IGF1R in cancer treatment, we
show that nuclear translocation of IGF1R is associated with a
p21Waf1-dependent cell cycle arrest, which itself correlates with
inhibition of apoptosis. In addition, we recently reported that
activation of the AKT survival pathway by IGF1R contributes to
geﬁtinib resistance in mucinous lung adenocarcinoma cell lines
[7,33]. Taken together our results identify the IGF1R as a key
component of geﬁtinib response. We previously showed that in-
hibition of Areg or IGF1R induces apoptosis in response to geﬁtinib.
Interestingly, combined inhibition of Areg and IGF1R further en-
hances this apoptotic response [7]. This suggests that IGF1R/AKT
classical pathway and nuclear IGF1R pathway co-exist in mucinous
lung adenocarcinoma as bypass mechanisms of geﬁtinib resistance
(Fig. 6). It remains to investigate why these cancer cells set up two
distinct IGF1R-dependent resistance mechanisms.
To conclude, our study characterises nuclear trafﬁcking of IGF1R
as an important component of lung cancer biology, and demon-
strates its contribution to the response to EGFR-TKI. In keepingwith
previous reports [34,35], this requires further characterization of
nuclear RTK signalling in cancer therapy. We point Areg as the ﬁrst
NLS-containing protein to enable nuclear IGF1R transport and
signalling in mucinous lung adenocarcinoma. The imperative now
is to identify NLS-containing proteins that are involved in the nu-
clear relocation of IGF1R in other tumour types and in response to
different treatments. This should be considered as a general
mechanism of resistance to RTK-targeted treatments currently used
in the clinic.
Fig. 6. Schematic representation of IGF1R-dependent pathways involved in geﬁ-
tinib resistance in mucinous lung adenocarcinoma. In presence of geﬁtinib, IGF1R
activates AKT-dependent survival pathway and prevents apoptosis induction (‘clas-
sical’ bypass resistance pathway, [31]). In addition, geﬁtinib induces IGF1R internali-
zation, inhibits the secretion of Areg and promotes its intracellular redistribution. This
stimulates the formation of Areg/IGF1R/importin-b1 complexes, allowing the nuclear
transport of IGF1R. The nuclear accumulation of IGF1R promotes cell cycle arrest
through p21Waf1 upregulation and prevents the induction of apoptosis in response to
geﬁtinib (nuclear bypass resistance pathway). AregS: soluble Areg; AregTM: trans-
membrane Areg.
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Résumé
L’identification de la notion de driver oncogene et le développement de molécules capables de cibler leur activité a entrainé
d’importants changements dans le traitement des cancers CBNPC. L’EGFR est un récepteur transmembranaire à activité TK
(Tyrosine Kinase) permettant la transmission de signaux extracellulaires jusqu’au sein de la cellule grâce à l’activation de voies
de signalisations. Parmis ces voies de signalisation on retrouve les voies de prolifération et de survie cellulaire. Des mutations
activatrices dans le domaine TK confèrent à ce dernier un rôle de driver oncogene. Dans ce domaine l’EGFR a joué un rôle
avant gardiste. Ainsi de nombreuses molécules ciblant l’activité de l’EGFR muté (EGFR-TKI, gefitinib) ont été développées.
L’utilisation de ces molécules en clinique a représenté une vraie révolution dans la prise en charge des patients. Cependant
ces derniers développent inéluctablement des mécanismes de résistance. L’analyse transcriptomique de modèles ayant acquis une
résistance aux EGFR-TKI a mis en évidence une dérégulation de l’expression des transcrits. Par ailleurs des résultats de l’équipe ont
montré que l’expression des protéines SR (facteurs d’épissage impliqués dans la régulation de nombreux transcrits) était dérégulée
dans les CBNPC. Sur la base de ces résultats nous avons émis l’hypothèse que l’épissage alternatif des transcrits médié par les
protéines SR pourrait jouer un rôle dans la résistance acquise par les tumeurs pulmonaires en réponse aux EGFR-TKI.
Au sein du laboratoire des clones résistants ont été générés après exposition chronique au gefitinib de modèles cellulaires
d’adénocarcinomes pulmonaires exprimant une mutation activatrice de l’EGFR.
Nous avons tout d’abord mis en évidence une accumulation de l’expression de SRSF2 dans les clones résistants comparativement
à la lignée sensible. Dans deux clones résistants au gefitinib, issus de la lignée d’adénocarcinome pulmonaire sensible PC9 exprimant
un EGFR mutant Del19, nous montrons que la neutralisation de la protéine SRSF2 sensibilise les clones à l’apoptose induite par le
gefitinib. Une analyse RNA-seq nous a permis d’identifier Atg16L1 comme un acteur potentiel de la resensibilisation à l’apoptose
médiée par SRSF2. La neutralisation de SRSF2 entraine une modulation de l’épissage de l’exon8 de la protéine Atg16L1 en réponse
à un traitement au gefitinib. Et la neutralisation de l’expression des transcrits ARN d’ATG16L1 comportant l’exon8 sensibilise
les clones résistant à l’apoptose induite par le gefitinib. Ce switch d’épissage entraine une modulation de l’activité autophagique
des cellules en réponse au gefitinib. Nous montrons qu’une expression majoritaire des transcrits comportant l’exon 8 favorise une
inhibition de l’autophagie en réponse au gefitinib. De plus les modèles résistants pour lesquels on observait une resensibilisation
à l’apoptose suite à une neutralisation des transcrits contenant l’exon 8, conservent leur phénotype de résistance lorsque dans ces
mêmes conditions l’activité autophagique est inhibée. L’ensemble de ces travaux met en avant l’existence d’un switch d’épissage
de la protéine Atg16L1 au niveau de son exon 8 contribuant à une inactivation de l’autophagie corrélée avec un phénotype de
résistance à l’apoptose en réponse à un traitement par EGFR-TKI. Enfin SRSF2 participerait à la modulation de cet épissage en
réponse à un traitement au gefitinib.
Abstract
Identifying what is a driver oncogene and developping small molecules that are able to target its activity led to drastic changes in
NSCLC treatments. EGFR is a transmembrane receptor with Tyrosine Kinase (TK) activity allowing signal transmission from the
environment towards the inner of the cell by signaling pathways activation. Among those signaling pathways are found survival
and proliferation pathways. Activating mutations make EGFR a driver oncogene, which was the first protein to be identified as
such. Hence numerous chemical compound targeting mutated EGFR (EGFR-TKI, gefitinib) have been developped. Their use in
clinics represent a huge improvement for patients care. However resistance mechanisms ultimately occur. Transcriptomic analyses
of acquired resistant models to EGFR-TKI have shown that their RNA transcripts expression is abnormal. Moreover results from
the team have demonstrated that SR proteins (splicing factor) expression is deregulated in NSCLC. Based on those results we
hypothesized that SRSF2 mediated alternative splicing of mRNA could be involved in resistance mechanims acquired by lung
carcinoma in response to EGFR-TKI
The lab developped resistant clones by chronic exposure to gefitinib of EGFR mutated lung adenocarcinoma cellular models.
We first observed the accumulation of the expression of SRSF2 protein in resistant clones compared to the sensitive cell line.
Secondly, sensitivity to gefitinib induced apoptosis of two clones was restored when neutralising SRSF2. A RNA-seq analysis led
us to identify Atg16L1 as potentially being involved in the SRSF2-mediated sensitization to gefitinib-induced apoptosis. SRSF2
neutralisation modulates Atg16L1 splicing in response to gefitinib. Neutralisation of Exon 8 containing transcripts of Atg16L1
sensitizes resistant clones to gefitinib induced apoptosis. This alternative splicing switch modulates autophagic activity of the cells
in reponse to gefitinib. We have shown that exon8 containing transcripts favor autophagy inhibition in reponse to gefitinib. This
work emphasize the role of Atg16L1 alternative splicing switch of exon8 in autophagy inhibition and its correlation with a resistant
phenotype in response to EGFR-TKI. SRSF2 may participate in the modulation of this alternative splicing switch in reponse to
gefitinib.
Mots clés:
Cancer du poumon, résistance, EGFR-TKI, protéines SR, épissage.
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